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Resumo

Resumo

A aterosclerose € uma doenca inflamatéria crénica da parede
arterial, induzida por distarbios do metabolismo lipidico, com
presenca de células e elementos fibrosos nas grandes e médias
artérias. Paralelamente a fatores de risco tradicionais, agentes
infecciosos estdao sendo relacionados a aterosclerose. Alguns
trabalhos demonstram o envolvimento de virus, bactérias e, mais
recentemente, protozoarios na aterogénese. A infeccdo com
Leishmania major apresenta uma resposta imune pré-inflamatéria
(perfil Th1) em animais resistentes. Diferente da infeccdo com
outros parasitas, L. major provoca uma doenca local e resolvida
pelos camundongos resistentes. O objetivo deste trabalho foi
verificar se este tipo de infeccao interfere no metabolismo lipidico
e no desenvolvimento da aterosclerose. Animais deficientes em
apoE” foram divididos em dois grupos: controle e infectado com L.
major. O experimento teve duracdo de 6 semanas. Nosso0s
resultados mostraram que animais infectados com L. major foram
capazes de aumentar o colesterol total e suas fracdes
aterogénicas e nao aterogénicas, além de diminuir os niveis de
triglicerideos séricos e hepaticos. Em relacdao a aterogénense, o
grupo infectado com L. major aumentou o tamanho da placa
aterosclerética quando comparado ao grupo controle. O aumento
da lesdo foi acompanhado por um maior numero de células
inflamatérias na regido da lesdo nos camundongos com L. major. A
quantidade de colageno foi similar entre os dois grupos. Com
intuito de verificar se o aumento do infiltrado inflamatério estava
relacionado com a presenca do parasita na area do ateroma e a
possibilidade de uma visceralizacdo da doenca, foi realizada a
busca, por meio de PCR, de DNA especifico de L. major no baco,
figado e tecido cardiaco de animais infectados. A presenca de L.
major foi observada no coracdo de camundongos infectados com L.
major. Nao foi detectada a presenca de L. major no baco e figado,

descartando a hip6tese de visceralizacdao, e evidenciando a

Vi
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possibilidade do recrutamento de macréfagos infectados para a
area da lesao aterosclerética, que é um foco de inflamacao. Esta
migracao de macroéfagos infectados pode ter agravado o estado
inflamatério no ateroma, contribuindo para o aumento da leséao
aterosclerética. Em conclusao, a infeccao provocada por L. major,
em animais apoE”", apesar de ndo ser sistémica e ser resolvida
pelo animal, foi capaz de alterar o perfil lipidico e a aterogénese

nestes animais.
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Abstract

Abstract

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease that affects
arterial walls, mainly induced by disturbances on lipid metabolism,
characterized by the presence of cells and fibrotic elements in
large and medium arteries. Besides traditional risk factors,
infectious agents are also related to atherosclerosis. Some
consistent studies showed the involvement of virus, bacteria and,
recently, protozoan in atherogenesis. Leishmania major infection
induces a pro-inflammatory immune response (Th1 profile) in
resistant animals. Different from infection with other parasites, L.
major elicits a local and self-limited disease in C57BL/6 resistant
mice. The aim of the present work was investigate the possible
effects of L. major infection on lipid metabolism and on the
development of atherosclerosis. For that, ApoE’ deficient mice
were distributed in control and L. major infected groups. Our
results showed that L. major infected mice presented an increase
in serum total cholesterol as well as in atherogenic and non-
atherogenic fractions, associated to the decrease of serum and
hepatic triglycerides levels. Concerning atherogenesis, L. major
infected group showed an increase in atherosclerotic lesion when
compared to the control group. The increase in lesion area was
associated to higher levels of inflammatory cells in the lesion site
of infected mice. Collagen quantification was similar in both
groups. Specific L. major DNA was detected in the heart of infected
mice, highlighting the possibility of infected-macrophages
recruitment to the atherosclerotic lesion area. The visceral form of
the disease was discarded, as confirmed by the absence of L.
major in spleen and liver. We suggested that the migration of
activated macrophages to the lesion site aggravated the
inflammatory status and contributed for the atherosclerosis
development. In conclusion, infection caused by L. major in apoE™”

mice, although not showing an important inflammatory systemic
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response, was able to alter the lipid profile and accelerate

atherogenesis in these animals.



Introducéo

1. INTRODUCAO

Doencas cardiovasculares (DVCs) sao responsaveis pela
morte de 17 milhdées de pessoas por ano. Em 2010, é esperado
que DVCs representem 31% das mortes de todo mundo (WHO).
Este aumento é devido a grande prevaléncia de obesidade e
diabetes em paises ricos, mas principalmente ao aumento da
incidéncia de DCVs em paises em desenvolvimento, sendo que
82% do futuro aumento de casos de DCV irdo acontecer nestes
paises. Este crescente indice nos paises em desenvolvimento
deve-se a transicdao econdmica, urbanizacao, industrializacdo e
globalizagcdo, que provocam mudancas no estilo de vida,
acarretando a doenca cardiovascular.

Dados brasileiros mostram que, em 2000, as DCV foram
responsaveis pela principal alocacdao de recursos publicos em
hospitalizacbes e foram a terceira causa de permanéncia
hospitalar prolongada. Entre 1991 e 2000, os custos hospitalares
atribuidos as DCV aumentaram cerca de 176% (Santos, 2001).

A principal causa da doencga cardiovascular é a aterosclerose,
que tem como origem priméaria alteracdes no metabolismo de
lipideos e a conseqlente hiperlipidemia. A aterosclerose esta
fortemente associada a um estado inflamatério que pode ser
perpetuado por uma infeccao.

Para saber como este processo ocorre, € preciso,
primeiramente, entender o metabolismo dos lipideos e das

lipoproteinas.
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1.1.Metabolismo de lipideos e lipoproteinas

Os lipideos celulares sdao fundamentais, ndo s6 como fonte
de energia para a célula, mas também como componente estrutural
da membrana celular (Alvarez-Leite & Peluzio, 2003). Estes
compostos, com atividades fisico-quimicas diferentes, sé&o
representados principalmente por triglicerideos (TG), fosfolipideos
e colesterol esterificado e livre (Stein & Myers, 1994).

Devido a natureza hidrofébica das gorduras neutras,
triglicerideos e ésteres de colesterol, o mecanismo de transporte e
distribuicdo dos lipideos no plasma ndo seria possivel sem alguma
forma de adaptacao hidrofilica. Os lipideos sado transportados por
lipoproteinas, que sdo constituidas por um nucleo de lipideos (TG,
colesterol esterificado e vitaminas lipossolluveis) e uma camada
externa de fosfolipideos e proteinas (Alvarez-Leite et al., 2003).
Essas proteinas sao denominadas de apolipoproteinas (apo) e
exercem varias fungdes fisiologicas no metabolismo de
lipoproteinas, dentre as quais: agir como cofatores para enzimas,
ligar-se em receptores da superficie celular, contribuir para a
solubilizacdo dos lipideos, além da funcdo estrutural para a
biossintese das lipoproteinas (Rader & Wilson, 1995).

As lipoproteinas diferem quanto a composicao quimica,
tamanho e mobilidade eletroforética, porém sua classificacdo se
baseia na densidade. As principais classes de lipoproteinas,
quanto a este quesito, sdo: quilomicrons (QM), lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL), Ilipoproteinas de densidade
intermediaria (IDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e
lipoproteina de alta densidade (HDL) (Scartezini et al., 1997);
(Rader & Wilson, 1995).

No metabolismo das lipoproteinas, exibido na Figura 1, os
lipideos da dieta, ap6s digestdao e absorg¢do, sado transportados na
linfa na forma de quilomicrons. Os QM apresentam apoB-48 e apoE
como principais apolipoproteinas. Essas lipoproteinas penetram

inicialmente pelo ducto toracico para, em seguida, alcancarem a
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circulacdo sistémica. Poucas horas ap6s a alimentacdo, os
triglicerideos nos QM s&o hidrolisados pela enzima endotelial
lipase lipoprotéica (LPL), presente nas capilares dos tecidos
periféricos. A hidrélise dos TG pela LPL, que requer a apoCll como
cofator, libera acidos graxos. Estes podem ser utilizados como
fonte de energia ou para nova sintese de TG no tecido adiposo. Os
quilomicrons resultantes, chamados QM remanescentes, sao
removidos da circulacao pelo figado por meio de um processo que
envolve a ligacdo de apoE com seu receptor hepatico (Alvarez-
Leite et al., 2003; Rader & Wilson, 1995; Scartezini et al., 1997).

O figado empacota os lipideos e os secreta diretamente no
sangue na forma de VLDL, lipoproteinas ricas em TG, cuja
principal apolipoproteina € uma forma de apoB, denominada apoB-
100. Analogamente aos quilomicrons, a VLDL é reduzida de TG por
acao da LPL, originando um remanescente mais denso, a IDL. Esta
contém quantidades iguais de colesterol e TG, e as principais
apolipoproteinas presentes sdo apoB-100 e apoE. A IDL tem dois
destinos: é captada da circulagao pelo figado, pela interagdo das
apoproteinas com receptores hepaticos, ou €& processada pela
lipase hepatica e se transforma em LDL (Alvarez-Leite et al., 2003;
Rader & Wilson, 1995).

A LDL é a principal condutora de colesterol na circulacao
humana. Transporta ésteres de colesterol e vitamina E para os
tecidos periféricos, cujas membranas apresentam os receptores de
LDL (B/E) que reconhecem a apoB-100. Além disso, significativa
quantidade de LDL do plasma é eventualmente removida da
circulacdo pelo figado, também por interacdo apoB-100/receptor
B/E. A entrada de LDL na célula é seguida por um ataque
lisossomal, com conseqlente hidrolise da apoB-100 e do colesterol
esterificado. O aumento da concentracdo intracelular de colesterol
livre apresenta os seguintes efeitos regulatérios: 1) inibicao da
enzima hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA) redutase, impedindo a
sintese de colesterol; 2) inibicdo da sintese de receptores de LDL;
3) estimulo da enzima acil-CoA colesterol aciltransferase (ACAT)
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para esterificacdo do colesterol citoplasmatico (Alvarez-Leite et
al., 2003; Rader & Wilson, 1995).

N&o existe uma via de catabolismo de colesterol, sendo este
eliminado pelo figado como sais biliares secretados na bile. O
transporte reverso de colesterol (RTC) consiste na remoc¢ao do
excesso de colesterol livre dos tecidos periféricos para o figado,
acarretando em metabolismo e excrecdo. Este processo é mediado
pela HDL, que possui como principais apolipoproteinas a apoA-I e
apoA-Il. O colesterol livre, em contato com a HDL nascente, é
substrato para a enzima plasmatica lecitina:colesterol
aciltransferase (LCAT), resultando na formacdo de éster de
colesterol e no aumento da HDL. O colesterol esterificado pode ser
transferido para lipoproteinas que contém apoB, como a LDL, pela
proteina de transferéncia de éster de colesteril (CETEP), e
retornado para o figado pelo receptor de LDL. A HDL ainda pode
liberar colesterol diretamente para o figado (Alvarez-Leite et al.,
2003; Rader & Wilson, 1995).

As lipoproteinas podem ser aterogénicas ou anti-
aterogénicas, dependendo de sua composicdo e propriedades
fisiolégicas. O mais conhecido efeito protetor da HDL na
aterosclerose é a sua propriedade de retirar o excesso de
colesterol das células periféricas para o figado, no transporte
reverso de colesterol. Entretanto, a HDL também desempenha
importante papel como antioxidante e na fungdo endotelial
(Assmann & Gotto, 2004). Por sua vez, a LDL possui propriedades
aterogénicas, visto que ha evidente associacdo entre elevados
niveis de LDL e o aumento da aterosclerose. Conforme ja citado, a
LDL funciona como fonte de colesterol para os tecidos extra-
hepaticos. Este sistema de liberacao de colesterol pela LDL nas
células é delicadamente balanceado para satisfazer as
necessidades de colesterol intracelular e evitar seu acumulo.
Infelizmente, esta regulacdo pode ser perdida, causando
modificagcbes clinicas observadas no desenvolvimento da

aterosclerose.
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Figura 1 — Metabolismo de lipoproteinas.

O intestino absorve os lipideos da dieta em quilomicrons que contém
apoB-48. Lipase lipoprotéica, com seu cofator apoC-II, hidrolisa os QM que
sdo captados pelo figado pela ligacdo da apoE. O figado secreta os lipideos
como VLDL com apoB-100. VLDL é hidrolisada em IDL, a qual pode ser
captada pelo figado. IDL também pode sofrer hidrdlise pela lipase hepatica e
se tornar LDL. Células hepaticas e periféricas removem a LDL da circulagcao
quando apoB-100 se liga ao receptor de LDL. HDL remove o excesso de
colesterol das células para o figado para excregdo na bile. O metabolismo das
lipoproteinas esta simbolizado por linhas sé6lidas. O transporte de colesterol,

quando nao contido nas lipoproteinas, esta indicado por linhas pontilhadas.
Traduzido de (Rader & Wilson, 1995)
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1.2.Aterosclerose

A aterosclerose € uma doenca inflamatdria crénica da parede
arterial, induzida por distarbios do metabolismo lipidico, com
presenca de células (macréfagos, células T, B, musculares lisas e
dendriticas) e elementos fibrosos nas grandes e médias artérias
(Jonasson et al., 1986; Libby, 2002; Ross, 1999). Varios sao os
fatores que podem promover a aterosclerose (Quadro 1). Alguns
fatores de risco tais como, tabagismo, diabetes mellitus e
hipertensdo estdao bem estabelecidos na literatura. Entretanto,
outro fator, como a infeccdo, ¢é alvo de muitos estudos
contraditorios, e a busca do possivel papel de agentes infecciosos
no desenvolvimento da aterosclerose tem sido foco de iniUmeras
pesquisas.

Embora qualquer artéria possa ser afetada, os principais
alvos da aterosclerose sao a aorta e as artérias coronarias e
cerebrais. Como conseqtiéncia clinica, ha o infarto do miocardio, a
isquemia cerebral e o aneurisma aértico (Alvarez-Leite et al.,
2003).

Os passos iniciais para o desenvolvimento da aterosclerose
sdo a infiltracdao e retencdo da LDL na matriz subendotelial, seu
subseqliiente acumulo e captacao pelos macréfagos. Este evento
acontece devido a uma ativacao focal no endotélio das artérias,
causada por uma hipercolesterolemia (Hansson, 2005; Skalen et
al., 2002). Os macréfagos repletos de colesterol sao chamados
células espumosas (foam cell), que sao as unidades basicas da
lesdao ateroscler6tica. Em adicdo a LDL, outras lipoproteinas
contendo apoB, chamadas lipoproteina(a) e remanescentes, podem
acumular-se na camada intima e promover a aterosclerose (Lusis,
2000).



Introducéo

Quadro 1 - Fatores de risco que contribuem para o
desenvolvimento da aterosclerose.

Fatores de risco da aterosclerose

Nao modificaveis

ldade

Etnia

Género (masculino)

Histéria familiar

Modificaveis pela mudanca do estilo de vida

Dieta com alta quantidade de gordura saturada e colesterol,
e baixa quantidade de frutas, vegetais e graos

Obesidade

Sedentarismo

Tabagismo

Modificaveis por drogas

Dislipidemias

Hipertenséao

Nao tradicionais

Elevados niveis de lipoproteina (a)

Elevados niveis de homocisteina

Agentes infecciosos

Fonte: (Scott, 2004)
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A LDL nativa ndo é captada pelos macro6fagos para iniciar o
processo aterosclerético. Goldstein et al. (1979) foram os
primeiros a propor que uma modificagcdo da LDL, por exemplo, a
oxidacdo, seria pré-requisito para a captacao pelo macréfago e
desenvolvimento da placa.

A oxidacdo da LDL parece ocorrer em dois estagios: o
primeiro acontece antes que 0os monécitos sejam recrutados e
resulta na oxidacao dos lipideos da LDL, com pequena alteracéao
na apoB (Berliner et al., 1995). Neste estagio, a LDL apresenta-se
minimamente oxidada (mmLDL) e estimula as células endoteliais a
produzirem moléculas pré-inflamatérias, incluindo moléculas de
adesdao e fatores de crescimento, como o fator estimulador de
colénia de macrofago (M-CSF) (Lusis, 2000).

O segundo estagio de oxidacdo comeca quando mondcitos
sdo recrutados para a lesao e convertidos em macréfagos, os
quais contribuem com sua enorme capacidade oxidativa. Nesta
fase, os lipideos da LDL s&o adicionalmente oxidados e a parte
protéica da LDL também é modificada, o que impede o
reconhecimento da lipoproteina pelo receptor de LDL, tornando-a
reconhecivel apenas pelos receptores scavengers ou removedores,
presentes nos macréfagos e células musculares lisas (Berliner et
al., 1995) (Figura 2). Os receptores scavengers, tais como SRA-I,
SRA-1l e CD36, nao sofrem regulacdo negativa, isto é, sua
expressao nao ¢€é dependente do conteudo intracelular de
colesterol. O resultado é o grande acumulo de colesterol e a
formacdo de células espumosas, originando a primeira lesao da
aterosclerose: a estria gordurosa.

A disfuncdo endotelial provocada pela hipercolesterolemia
leva ao recrutamento focal de mondcitos e linfécitos, uma das
primeiras respostas vasculares detectaveis na formacao da lesao
aterosclerética. Este recrutamento é controlado pelas moléculas de
adesdo, que sao expressas no endotélio e nas células de defesa,
circulantes na corrente sanguinea (Nakashima et al., 1998).
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Dentre as moléculas de adesdo, as selectinas, como E-
seletina e P-selectina, medeiam o rolamento inicial de células
inflamatérias ao longo do endotélio (Dong et al., 1998). A adeséo
firme de monodcitos e células T ao endotélio pode ser realizada
pelas interacdes entre as integrinas LFA-1 e Mac-1 e moléculas-1
de adesao intercelular (ICAMs-1), e entre a integrina VLA-4 e a
molécula-1 de adesado da célula vascular (VCAM-1) (Cybulsky &
Gimbrone, 1991; Ulbrich et al., 2003),

A expressao de VCAM-1 precede a formacado da lesdao e seu
aumento esta correlacionado aos niveis de colesterol no plasma.
Embora ICAM-1 seja a mais proeminente molécula de adesdao no
local da lesdo, sua expressdao é independente dos niveis de
colesterol (Nakashima et al., 1998). Interessantemente, a
expressdao de VCAM-1 pelo endotélio cessa depois de poucas
semanas, mas as células musculares lisas comegam a expressar
esta molécula de adeséo (Li et al., 1993).

A distribuicdo desigual da expressdao de moléculas de adesao
corresponde a subseqiiente posicdo na qual as estrias gordurosas
irao se formar. Este padrdao irregular da distribuicéo,
provavelmente, reflete as variagdbes hemodinamicas encontradas
no fluxo sanglineo. A forca de cisalhamento (shear stress) e a
turbuléncia do fluxo sanguineo variam ao longo do vaso arterial.
Regides de ramificagbes e de forte curvatura do vaso, onde ha
aumento da forca de cisalhamento e aumento da turbuléncia do
fluxo, sdo areas mais propensas a formacao de aterosclerose
(Hansson & Libby, 2006; Vanderlaan et al., 2004).

Embora o recrutamento de macréfago, induzido pelo fator de
crescimento M-CSF, possa inicialmente servir como funcéao
protetora, por remover particulas de LDL oxidada ou células
apoptoticas, o acumulo progressivo e a ativacdo de macréfagos na
parede do vaso sao responsaveis por um importante passo para a
formacado da placa aterosclerética (Berliner et al., 1995; Hansson,
2005). A ativacao do macrofago promove a liberacdo de citocinas,

quimiocinas, proteases e radicais de oxigénio, e ira provocar mais
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inflamacao e dano ao tecido, contribuindo para o desenvolvimento
da lesao (Figura 3). Tal ativacdo pode ser desencadeada por uma
cascata de sinalizacao via receptores Toll-like, ja que se sabe que
estes receptores reconhecem LDL oxidada (Miller et al., 2003).
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Fonte: (Hansson, 2005)
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A resposta inflamatoria € controlada pelo sistema imune,
cujos componentes, como a célula T (predominantemente CD4+),
sdo abundantes na placa aterosclerdética. Uma menor
subpopulacao de células T, células natural killer (NKT), se
encontra nas lesdes iniciais e é capaz de reconhecer antigenos
lipidicos (Tupin et al., 2004). Células T CD8+, restritas a
apresentacdao de antigenos via MHC classe |, também estao
presentes na lesdo aterosclerética (Roselaar et al., 1996).

Na placa aterosclerdtica, as respostas imunes sdo iniciadas
quando células T CD4+ reconhecem antigenos apresentados por
macrofagos e células dendriticas. Estes antigenos podem ser
lipoproteinas oxidadas, proteinas do choque térmico (HSP) e
microorganismos (Frostegard et al., 1999). O reconhecimento ativa
uma cascata que resulta na expressdo de um conjunto de
citocinas, moléculas de superficie celular e enzimas. Dois tipos de
respostas podem ser elicitados: a resposta T helper tipo1 (Th1)
ativa macrofagos a iniciarem uma resposta inflamatéria similar a
hipersensibilidade tardia e possui funcbes na defesa contra
patégenos intracelulares. A resposta T helper tipo 2 (Th2) provoca
uma inflamacao alérgica. A lesao aterosclerética contém citocinas
que promovem a resposta Th1 preferivelmente a resposta Th2
(Frostegard et al., 1999; Hansson, 2005).

Células Th1 efetoras produzem ativadores de macroéfagos,
como interferon-y (IFN-y). O IFN-y melhora a eficiéncia da
apresentacdao de antigenos e aumenta a sintese de citocinas
inflamatérias, fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 1(IL-1).
Além disto, IFN-y aumenta a producao de 6xido nitrico, mediadores
pro-trombéticos e vasoativos. Todos estes fatores tendem a
promover a aterosclerose. Células T regulatérias modulam este
processo pela secrecdo de citocinas antiinflamatérias, como IL-10
e TGF-B (fator de transformacéao e crescimento- ) (Hansson, 2005;
Hansson & Libby, 2006), (Figura 4).

12
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Estudos mostram um papel protetor, antiaterogénico, para a
resposta Th2. Camundongos C57BL/6, propensos a resposta Thi,
desenvolvem estrias gordurosas quando alimentados com dieta
aterogénica, enquanto animais Balb/C, favoraveis a resposta Th2,
sdo resistentes a aterogénese (Paigen et al., 1985). A delecdo de
STAT6, fator de transcricdo essencial para a diferenciacdo de
células Th2, faz com que camundongos Balb/C tornem-se
susceptiveis a aterosclerose (Huber et al., 2001). Outro trabalho
demonstra que a vacinagcao com HPS estimula a producdo de
citocinas antiinflamatérias, como a IL-10, no arco abrtico,
reduzindo a lesdo aterosclerodtica (Maron et al., 2002).

Estes estudos mostram como o sistema imune € um
importante fator para modular o processo aterogénico. O atual
paradigma na aterosclerose estipula que forcas opostas da
resposta Th1 e Th2 controlam o processo da doencga (Daugherty &
Rateri, 2002). Em apoio, estudos demonstram que células T
regulatérias, que ativamente mantém a tolerdncia imunolégica
(Sakaguchi, 2005), suprimindo tanto a resposta Th1 quanto a Th2
(Von Boehmer, 2005), sdo capazes de controlar o desenvolvimento
da aterosclerose em camundongos (Ait-Oufella et al., 2006).

13
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Figura 4 - Efeito da ativacdo de células T na inflamacdo da placa
aterosclerotica.
Fonte: (Hansson, 2005)
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O acumulo de células imunes e lipideos na intima ocorre
durante o primeiro estdgio da formacdo da placa. Estrias
gordurosas sao prevalentes em individuos jovens, nunca causam
sintomas e podem progredir para uma lesado ateroscler6tica madura
ou desaparecer com o tempo (Hansson & Libby, 2006).

As lesbes intermediarias sao placas fibrogordurosas, que
contém os mesmos elementos celulares da lesdao precoce.
Entretanto, a proporcao relativa de macréfagos carregados de
lipideos, células T e células musculares lisas pode variar. Estas
lesbes desenvolvem um nucleo de material rico em lipideos,
sugerindo que elas representam um precursor para lesdes mais
avancadas, as placas fibrosas (Ross, 1995).

Placas maduras ou fibrosas apresentam uma estrutura mais
complexa. No centro da placa, estdo presentes células espumosas,
lipideos extracelulares e células necréticas, envolvidos por uma
capa de células musculares lisas e fibras de colageno. Outros tipos
celulares que formam a placa sao células dendriticas (DC),
mastécitos, poucas células B, e provavelmente células natural
killer (NKT). Na interface da capa e do centro da placa,
apresentam-se macro6fagos e células T em abundancia. (Hansson &
Libby, 2006) (Figura 5). Calcificagbes s&o encontradas proximas
ao centro necroé6tico. A capa fibrosa pode variar de espessura,
sendo mais delgada nas regides laterais e margens da lesdo. A
formacao de lesbes avancadas €& usualmente associada a uma
continua diminuicdo na espessura da camada média da artéria,
resultante da migracdo de células musculares lisas para a camada
intima durante a progressao da doenca (Ross, 1995).

Embora lesbes avancadas possam proporcionar sintomas de
isquemia (fluxo sangiineo insuficiente para 6érgaos e tecidos) como
resultado de estreitamento progressivo do lumen do vaso, o mais
grave evento clinico que pode ocorrer € a ruptura da placa. Esta
ruptura expbde material pro-trombético na corrente sangliinea e

causa ocluséao trombodtica. (Figura 6) (Hansson & Libby, 2006).
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Figura 5 - Composicdo celular da placa aterosclerética.
Fonte:(Hansson & Libby, 2006).
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Figura 6 - Ativacdo da placa, ruptura e trombose.
Fonte: (Hansson & Libby, 2006)
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O processo de ruptura da placa pode ser determinado pela
estabilidade das placas ateroscleréticas. Lesdes estaveis sdo mais
resistentes a ruptura. Essas se caracterizam por SMC embebidas
de densa matriz de colageno, com baixo conteddo de células
inflamatérias e lipideos no centro necro6tico. Por outro lado, as
regides onde as lesdes apresentam centro necr6tico e um grande
infiltrado de células inflamatérias, capa fibrosa fragil e fina, com
pouca quantidade de colageno, sdo mais susceptiveis a ruptura,
caracterizando lesdes instaveis (Davies et al.,, 1993; Lee & Libby,
1997). A Figura 7 representa o desenvolvimento simplificado do

desenvolvimento da lesdo aterosclerdtica.
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1.3.Aterosclerose e infeccéao

Alguns autores sugerem que a aterosclerose deve ser
considerada uma doenca inflamatéria crénica e que a infeccao
deve ter papel importante na perpetuacdo desse estado
inflamatério (Kiechl et al., 2001; Noll, 1998)

Estudos epidemiolégicos sugerem que certos patégenos, tais
como bactérias, virus e protozoarios contribuem para o processo
aterosclerdtico.

A associacdo entre a bactéria Chlamydia pneumoniae e a
doenca coronariana é muito mais evidenciada do que qualquer
outro patégeno, com aproximadamente 40 estudos conduzidos por
diferentes grupos (Mussa et al., 2006). Esta associacdo ¢
referenciada em estudos soroepidemiolégicos (Saikku, 1999) e de
deteccao direta deste organismo em lesdes aterosclerdtica por
imunohistoquimica (Kuo et al., 1993; Kwon et al., 2004), reagdao em
cadeia da polimerase (PCR) (Kuo et al., 1995; Rassu et al., 2001)
e microscopia eletrénica (Shi & Tokunaga, 2002). Em adicao, C.
pneumoniae viaveis foram encontrados na lesdo de pacientes com
doenca cardiovascular (Ramirez, 1996).

Alguns pesquisadores demonstraram que a infecgdo com C.
pneumoniae nado acelera aterosclerose em apoE”" (Aalto-Setala et
al., 2001; Caligiuri et al., 2001), mas que provoca uma reduc¢ao da
capa fibrosa, predispondo a instabilidade da placa (Ezzahiri et al.,
2003). Assim, mais estudos serdo necessarios para certificar se C.
pneumoniae é encontrado por acaso no ateroma ou se esta
ativamente envolvido na iniciagcdo ou progressao da doencga
aterosclerdtica.

Desde o primeiro caso reportado em 1994 (Mendall et al.,
1994), ha muitos estudos epidemiolégicos associando Helicobacter
pylori a doengas cardiovasculares. Embora esta associagdo possa
ser teoricamente concebivel, ainda precisa ser debatida sob o
ponto de vista pratico, pois os varios estudos epidemiolégicos
demonstram resultados conflitantes (Franceschi et al., 2005).
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Murray et al. (1995) ndo encontraram relacdo entre a infeccéao
bacteriana de H. pylori e a aterosclerose, apés a normalizacao
para idade e classe social. Entretanto, Birnie et al. (1998)
defendem que a infeccdo com H. pylori pode levar ao aumento do
risco para DCV por mecanismos auto-imunes e que a intensidade
da infeccdo e a extensdo da resposta imune sdo mais importantes
que apenas a infeccdo por si. Isto pode explicar, parcialmente,
resultados contraditorios, que nao relacionam a infeccdo com H.
pylori com aterosclerose, pois investigam isoladamente a
soropositividade para H. pylori como fator de risco.

Citomegalovirus (CMV) é o herpesvirus mais fortemente
associado a aterosclerose (Danesh et al., 1997; Roivainen et al.,
2000). Assim como associagao com as bactérias, esta relacao
também é questionada. Em 1978, Fabricant et al. demonstraram
evidéncias experimentais da contribuicdo da infecgdo viral na
aterosclerose. Outros estudos relatam que a infeccdao por CMV
pode iniciar ou acelerar a progressao do ateroma, por aumentar a
expressao de varios genes prbé-aterogénicos da aorta, como MCP-
1, TNF-o e IFN-y, envolvidos na resposta imune ou inflamatdria em
camundongos deficientes em apoE (Burnett et al., 2004; Vliegen et
al., 2004). Por outro lado, segundo Saetta et al. (2000), ndao ha
evidéncias do envolvimento deste patégeno na aterogénese em
humanos.

Um parasita também envolvido na aterogénese foi estudado
por Doenhoff et al. (2002), que demonstraram que animais apoE™”"
infectados com Shistosoma mansoni apresentaram reducao tanto
das lesbes aterogénicas quanto dos niveis de colesterol sérico. A
infeccdo helmintica crénica pode atenuar o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares por elicitar uma resposta crénica do tipo
2, podendo modular a ativacdo de monécitos e aumentar a
producao de quimiocinas, tais como IL-4, IL-10 e IL-13 no local da
infeccao (Magen et al., 2005).

O primeiro protozoario envolvido com aterosclerose foi

relatado por Sunnemark et al. (2000), que demonstraram que a
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combinacao da infeccao pelo protozoario Trypanosoma cruzi com a
dieta aterogénica pode induzir lesdo aterosclerética na intima
aértica de animais CBA/J, normalmente resistentes a
aterosclerose.

Em 2004, Portugal et al. revelaram que animais apoE”"
infectados por Toxoplasma gondii exibiram um aumento da leséo
na valvula aértica, independente dos niveis séricos de colesterol.
Este fato foi justificado pelo processo inflamatério em si, assim
como pela maior captacdo do colesterol pelas células infectadas,
para o fornecimento de colesterol ao parasita.

Analogamente ao T.cruzi e T. gondii, a infeccdo por
Leishmania major, em camundongos C56BL/6, induz uma resposta

pro-inflamatoéria.

1.3.1.Leishmania major

A infeccdo com patégenos do género Leishmania resulta em
uma série de doencas designadas leishmanioses, a qual apresenta
incidéncia anual de 2 milhdes de casos em 88 paises (WHO).

Leishmania major é transmitida pelo fleb6tomo, que inocula
uma pequeno numero de promastigotas metaciclicas, forma
infectiva, na pele do hospedeiro, (Figura 8).

A infeccdo com L. major em humanos e roedores leva ao
desenvolvimento de uma lesao localizada cutanea, que cicatriza e
gera imunidade a re-infeccdo. Entretanto, certas linhagens de
camundongos, como BALB/c, falham em controlar esta infecgcao e
desenvolvem uma lesdo progressiva e uma doenca sistémica
(Sacks & Noben-Trauth, 2002).

21



Introducéo

Flebétomo

Promastigotas
metaciclicas

5 Parte anterior ?‘5 . B B
i P
f 5 e, \ [
"‘ﬂ i

. . Inoculagéo.! Lisossomo “# | |

_ D|feren0|agao ""-a,_‘t: D ‘j | |il. i
—h‘h\ - ~TE [ |
. k/—\ ¥ -.I :! |

Parede do intestino /';fc resmmento ]
g, © diviséo \ i T {
o ow Al ! i
B P s o A
P ] |
/f Diferenciagéo ".\\ | | (
el =7 R
= - == = e ! ]
Flebétomo ' il h {E::(j - ‘ - |
|ngereosangue //,———-———ﬁv o A '-___~__,,.- i | |
.' ." e ) i _} l
n‘:_ 3 ‘ - | 1
‘L,:#' A K ‘ 4 il ot 1 [
el , y Diferenciagao / I fii}

/_"‘1

'E_/

Fagollsossomo

Crescimento
e divisao

Figura 8 — Ciclo de vida de Leishmania major.

Parasitas s&ao transmitidos pela picada de fleb6tomos fémeas
infectadas, a qual injeta promastigotas metaciclicas na pele. Essas formas
sdo opsonizadas eficientemente pelos componentes do soro e captados pelos
macrofagos. Nestas células o parasita reside em fagolisossomas e se
diferenciam em amastigotas replicativas. Macrofagos sdo ingeridos pelo vetor
durante o repasto sangiiineo, estas células sao lisadas no intestino do inseto,
liberando parasitas que se dividem rapidamente. As formas promastigotas nao
infectivas passam por um processo na parede do intestino do fleb6tomo na
qual se diferenciam para forma metaciclica e migram para a parte anterior do
tubo digestivo do vetor. O ciclo se completa quando o inseto realiza novo
repasto sanglineo, transmitindo promastigotas metaciclicas. Fonte: (Sacks &

Noben-Trauth, 2002).
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A predisposicdo genética, para susceptibilidade ou
resisténcia a infeccdo com L. major em camundongos, correlaciona
com a dominadncia de uma resposta Th2, dirigida por IL-4, que
causa a doenga, ou com a dominancia do perfil Th1 (IFN-vy),
dirigida por IL-12, que promove a cura e a retirada do parasita
(Sacks & Noben-Trauth, 2002) (Figura 9).

Leishmania, na sua forma amastigota, & adaptada para
prosperar em fagolisossomas de macr6fagos de mamiferos. Apesar
de o vacuolo parasitéforo (VP) apresentar um ambiente hostil,
fortemente acido e hidrolitico, a Leishmania se beneficia da
disponibilidade de nutrientes de baixo peso molecular gerados
pelos processos digestivos no vacuolo. O vacuolo parasitéforo
maduro de Leishmania se assemelha a um compartimento de
endossoma (Antoine et al., 1998). Varias vias de trafego com
produtos de fagocitose de macrdéfagos podem se fundir com
endossomas maduros, incluindo VP, fornecendo fontes de
nutrientes, como acucares, lipideos e aminoacidos, para as
amastigotas residentes (Burchmore & Barrett, 2001). Dentre os
varios nutrientes necessarios para o desenvolvimento do parasita,
os lipideos sao essenciais para o desenvolvimento, multiplicacao,
viruléncia e diferenciacdo de espécies de Leishmania no
hospedeiro (Denny et al., 2004; Pucadyil et al., 2004).

Sabendo-se que L. major elicita uma resposta proé-
inflamatéria local e que lipideos apresentam papel importante no
desenvolvimento do parasita, é interessante pesquisar o efeito da
infeccao por este patégeno no metabolismo de lipideos e na
aterogénese de camundongos apoE”", que possuem fundo genético
de C57BL/6 e modelos para aterosclerose.
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Figura 9 — Modelo do desenvolvimento da resposta Th1/Th2.

Para ambas diferenciagcdes celulares para Th1 e Th2, antigenos séo
apresentados a células T CD4" naive por células dendriticas. A interagao de
moléculas co-estimulatérias com seus respectivos ligantes (CD40-CD40L,
OX10-OX40L e/ou CD80-CTLA4/CD28) junto com o ambiente de citocinas
local, promovem a diferenciacao de células T naive em células Th1 que
secreta IFN-y ou células Th2 que libera IL-4. Fonte: (Sacks & Noben-Trauth,
2002)
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1.4.Camundongos como modelos experimentais

O camundongo é o modelo animal mais utilizado para o
estudo de lipideos e aterosclerose. As espécies selvagens sao
altamente resistentes ao desenvolvimento de aterosclerose. Em
resposta a uma dieta com baixos niveis de gordura e colesterol, os
camundongos apresentam baixos niveis plasmaticos de colesterol
em VLDL e LDL e a maioria do colesterol esta na fracdo de HDL.
Este deve ser o principal fator contribuinte para a resisténcia ao
desenvolvimento de aterosclerose nestes animais. A HDL é
responsavel pelo transporte de mais de 85% do colesterol
plasmatico de camundongos, enquanto que, em humanos, a
principal lipoproteina carreadora de colesterol € a LDL (65-85%)
(Breslow, 1996; Hofker et al., 1998).

Embora pouco compreendida, a diferenca no transporte de
lipoproteinas entre as espécies é devida a alguns fatores
conhecidos, tais como: 1. Auséncia da CETP no plasma de
camundongos (em humanos, esta enzima transfere ésteres de
colesterol da HDL para VLDL e triglicerideos na direcdo oposta); 2.
Lipase hepética, a qual é ligada a membrana em humanos, e
soluvel em camundongos; 3. Reduzida sintese de apoB-100 em
camundongos; 4. Alta eficiéncia da apoE murina na remocao de
lipoproteinas remanescentes, quando comparada a apoE humana
(Fazio & Linton, 2001). Apesar das diferencas apresentadas,
camundongos e seres humanos possuem 0 mesmo conjunto de
genes, com poucas excec¢des, que controlam o metabolismo de
lipoproteinas (Hofker et al., 1998). Além disso, a utilizacdo de
camundongos como modelos experimentais apresenta facilidades,
uma vez que o0 animal possui tamanho pequeno, facil
engaiolamento e manipulacdo, curto periodo de reproducdo e
background genético bem definido (Moghadasian et al., 2001).

O gene da apoproteina E (apoE) é um dos principais genes
determinantes dos niveis de lipideos no plasma em seres humanos

e camundongos (Hofker et al., 1998). A apoE é uma glicoproteina
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sintetizada principalmente no figado e cérebro, podendo ser
produzida por outras células, inclusive macr6fagos. A apoE é
constituinte de todas as lipoproteinas, exceto LDL. A sua funcéao é
servir como ligante das lipoproteinas nos seus receptores
hepaticos ou nos receptores B/E do figado e tecidos periféricos
(Meir & Leitersdorf, 2004).

Camundongos deficientes em apoE foram criados por
recombinacdo homéloga de células tronco embrionarias. A
deficiéncia desta apolipoproteina resulta em niveis de colesterol
elevados devido a remocao defeituosa das Ilipoproteinas
remanescentes. Logo, o acumulo de remanescentes de QM e VLDL
no plasma constitui o estimulo aterogénico nestes animais
(Breslow, 1996; Zhang et al., 1992).

Os animais apoE” possuem colesterol plasmatico cerca de
cinco vezes mais alto do que os normais, € desenvolvem estrias
gordurosas na aorta proximal aos trés meses de idade (Zhang et
al., 1992). As lesdes sao exacerbadas pelo consumo de dietas
aterogénicas, ricas em gorduras e colesterol (Breslow, 1996).

Nos animais alimentados com dieta comercial, as lesdes
aparecem como ndédulos amarelados em 10 semanas de idade
(células espumosas), porém, com 8 semanas, a adesao de células
mononucleares e a formacdo esporadica de células espumosas
podem ser observadas. A placa fibrosa aparece com 20 semanas
de vida e, em alguns casos, com até 30 semanas ainda
predominam as células espumosas (Nakashima et al., 1994).

Os camundongos apoE”’" contém componentes celulares e
uma sucessdo de lesbGes similares as observadas durante a
aterogénese humana, tornando-se um modelo importante para o
estudo dos varios fatores que controlam ou influenciam o
desenvolvimento da placa aterosclerética (Moghadasian et al.,
2001; Nakashima et al., 1994).
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2.0BJETIVOS

2.1.0Dbjetivo geral

O objetivo deste trabalho foi verificar o impacto da infeccao
por Leishmania major no perfil lipidico e na formacdo de placa

aterosclerética em camundongos deficientes em apoE (apo E™).

2.2.0bjetivos especificos

1 - Verificar se ha modificacdo no perfil lipidico dos
camundongos apo E”", infectados ou ndo com Leishmania major;

2 - Avaliar se a infeccao por L. major altera o metabolismo
hepatico e cecal de colesterol e triglicerideo;

3 - AQuantificar morfometricamente o tamanho da leséao
aterosclerédtica no sinus aortico e aorta toracica e abdominal de
animais deficientes em apoE, infectados ou ndo com Leishmania
major; verificando se a infecgdo altera o desenvolvimento da
aterosclerose nesses animais;

4 - Analisar a estabilidade da placa aterosclerética, por meio
da mensuragao do infiltrado inflamatério e do colageno na area da
lesdo aterosclerdtica nos animais apo E 7 infectados ou ndo com
L. major;

5 - Pesquisar a possivel presenca de Leishmania major no

coracgao, baco e figado dos animais infectados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Animais experimentais

Os camundongos homozigotos, com auséncia do gene da
apolipoproteina E (apoE”"), gerados no background C57BL/S6,
foram obtidos e mantidos no Biotério do Laboratério de Bioquimica
Nutricional. Os camundongos selvagens da linhagem C57BL/6
foram obtidos do Biotério Central do |Instituto de Ciéncias
Biolégicas da UFMG (CEBIO).

Os animais receberam dieta AIN93-G (Reeves et al., 1993),
Tabela 1, tiveram livre acesso a agua e ficaram em gaiolas
coletivas, em ambiente com ciclos de luminosidade de 12 horas
(7:00 as 19:00).

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica de
Experimentacdo Animal da UFMG (CETEA/UFMG), protocolo n?®
147/05. (Anexo)

Tabela 1 - Composicao da dieta

Ingredientes AIN93G (%)
Caseina 20,0
Metionina 0,3
Amido de milho 52,95
Sacarose 10,0
Celulose 5,0
Oleo de soja 7,0
BHT 0,0014
Mistura de Minerais 3,5
Mistura de vitaminas 1,0
Colina 0,25

(Reeves et al., 1993)
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3.2.Estratégia Experimental

Camundongos fémeas apoE”’ de onze semanas de idade
foram separados em dois grupos: animais controles ndo infectados
(apoE”" Controle, n=10) e animais infectados com Leishmania
major (apoE”" Leishmania, n=11). Os animais foram distribuidos de
acordo com o peso e o colesterol iniciais. Foram também utilizadas
fémeas selvagens de onze semanas de idade (C57BL/6, n=10),
sendo todas infectadas com Leishmania major. O experimento
ocorreu durante seis semanas.

Semanalmente, os animais tiveram o0 peso corporal e a
ingestdo alimentar avaliados e foi restringida a alimentacdo no
grupo que ingeriu maior quantidade de dieta. Tal procedimento foi
necessario para que todos 0s grupos experimentais consumissem a

mesma ingestdo calo6rica no final do experimento.

3.3.Infeccao com Leishmania major

Foi utilizado neste estudo o clone de L. major (WHO
MHOM/IL/80/Friedlin), gentilmente cedido pelo Laboratério de
Gnotobiologia e Imunologia. O parasita, em sua forma
promastigota extracelular, foi mantido in vitro em meio Grace
(GIBCO) pH 6,2 suplementado com 20% de soro bovino fetal, L-
glutamina a 2mM, penicilina a 100U/mL e estreptomicina a 100
ug/mL. Os in6culos foram preparados, em condicoes estéreis, a
partir de culturas de L. major de cinco dias. Este periodo equivale
a fase estacionaria do crescimento in vitro, época em que a cultura
esta rica em formas promastigotas metaciclicas viaveis, ou seja,
formas infectivas. O meio de cultura com Leishmania foi
centrifugado a 2000 x g, a 4°C, por 15 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e adicionaram-se 10 mL de PBS estéril. O tubo foi
novamente centrifugado sob as mesmas condicdes, eliminou-se o
sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de PBS.
Uma pequena aliquota foi retirada, diluida 1:100 em PBS com
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formalina 4% e o numero de parasitas foi quantificado em camara
de Neubauer. O inéculo utilizado foi de 1 x 10° parasitas em um
volume total de 40 uL por pata (Vieira et al., 1996).

Os camundongos foram inoculados com Leishmania major no
coxim plantar da pata esquerda. Como controle, apenas PBS foi
injetado na pata direita.

3.4.Acompanhamento do desenvolvimento da lesao
provocada por L. major

O desenvolvimento da lesdo na pata de camundongos
infectados por L. major foi acompanhado semanalmente pelo
monitoramento da espessura da lesdo, utilizando paquimetro
Starret (Itu, Séao Paulo, Brasil). O tamanho da lesdo foi
quantificado pela diferenca entre as medidas das patas infectada

(esquerda) e nao infectada (direita).

3.5.Quantificacdo dos parasitas na pata

Ap6s o sacrificio, coletou-se a pata infectada, a pele foi
retirada e pesou-se a lesdo. Este ensaio foi realizado conforme
descrito por (Vieira et al., 1996). Em resumo, parte da lesao foi
transferida para o homogeneizador de tecidos, juntamente com
cerca de 2 mL de PBS estéril. O material foi centrifugado a 150 x ¢
por 1,5 min a 4°C para retirada de fragmentos de tecido
remanescentes. O sobrenadante foi centrifugado a 1540 x g por 10
min a 4°C. O sedimento foi, entdo, ressuspendido em 500 pL de
meio Grace acrescido de 20% de soro fetal bovino, L-glutamina a 2
mM e 20 upg/mL de sulfato de gentamicina. O material foi
distribuido, em duplicatas, em placa estéril de 96 pocos. Fez-se
diluicdo seriada 1:10 por 12 pocos subseqientes. A placa foi
incubada a 26°C por 7 dias, quando foi feita a leitura do
crescimento de parasitas, em microscopio invertido (Zeiss). O
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resultado obtido foi expresso como o logaritmo do inverso da maior
diluicdo que apresentou crescimento positivo de parasitas.

3.6.Amostras de sangue

No inicio do experimento, apés jejum de 8 a 10 horas,
amostras de sangue foram retiradas da veia caudal em microtubos
heparinizados. O plasma foi separado, apés centrifugacdo a 6000
rem por 5 minutos, em centrifuga de mesa Fanem Centrimicro 243.
No final de 6 semanas, apés o0 mesmo periodo de jejum, e
aplicacdo da anestesia intraperitoneal de uma solugcdo de ketamina
(130mg/kg) e xilazina (0,3mg/kg), os animais foram sacrificados
por exanglinacao pela aorta abdominal sem anticoagulante. O soro
foi separado da mesma forma do plasma.

3.6.1.Determinacao dos niveis de colesterol total

Os niveis de colesterol total foram medidos de acordo com o
meétodo da colesterol oxidase (Allain et al., 1974), utilizando-se kit
comercial da empresa Doles, Brasil. O método consiste na
hidrolise de ésteres de colesterol pela colesterol esterase,
produzindo colesterol livre. Este, em presenca da colesterol
oxidase e de oxigénio, produz peréxido de hidrogénio que, pela
acdo da peroxidase em presenca de fenol e 4-aminoantipirina,
produz um composto réseo-avermelhado com absor¢cdo maxima em
505 nm. Os niveis de colesterol no soro ou plasma dos animais
foram determinados por um ensaio em microplaca de 96 pocos, de
acordo com Fazio et al. (1997). Em resumo, 10 uL das amostras de
soro foram diluidas em agua destilada (1:100), a fim de que as
leituras de absorbancia fossem adequadas a variacao linear do
teste. A diluicdo, foram adicionados 100 pL de reagente de
colesterol total. Apés um periodo de incubacdao de 10 minutos a
37°C, a absorbancia foi lida a 492 nm em um leitor de microplaca
(Thermo Plate).
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3.6.2.Determinacao de colesterol HDL e colesterol das
fracoes aterogénicas

Os niveis de colesterol HDL (HDLc) no soro foram dosados
por meio do kit enzimatico Doles, Brasil. O principio se baseia na
precipitacdo seletiva de LDL e VLDL por polietilenoglocol
tamponado (PEG 6000), restando apenas a fracdo HDL no
sobrenadante. Este foi separado para a dosagem de HDLc da
seguinte forma: em uma microplaca de 96 pocos, 10 uL da amostra
foram adicionados a 200 uL do reagente de cor Colesterol 250
Doles/Colesterol Enzimatico Liquido Doles. Ap6s uma incubacéo
de 10 minutos a 37°C, a absorbancia foi lida a 492 nm em leitor de
microplaca (Thermo Plate). O colesterol das fracdes aterogénicas
foi calculado pela diferenca entre os colesterdis total e HDL.

3.6.3.Determinacdo dos niveis de triglicerideos

Os niveis de triglicerideos séricos foram medidos de acordo
com o método enziméatico colorimétrico (Fossati & Prencipe, 1982),
utilizando kit comercial da empresa Doles, Brasil. O método
consiste na hidrélise dos triglicerideos pela lipase lipoprotéica,
produzindo glicerol livre, fosforilado pela glicerol quinase, cujo
produto sofre a acao da glicerol-P-oxidase que, em presenca de
oxigénio, produz peréxido de hidrogénio. Este, sob a acdo da
peroxidase, do reagente fendlico (p-clorofenol) e da 4-
aminoantipirina, produz um composto réseo-avermelhado, com
maximo de absorcado a 500 nm.

As dosagens e a curva padrao foram feitas em microplacas,
conforme descrito para o colesterol.

3.7.Dosagens de colesterol e lipideos totais hepaticos

No final do experimento, apds o sacrificio dos animais, o
figado foi removido, lavado em solugcdo salina fisiolégica, seco em
papel de filtro, e armazenado a —20°C.
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A extracdao da fracao lipidica foi feita de acordo com o
método de Folch et al. (1957). Em resumo, 100 mg de figado foram
triturados, utilizando homogeneizador, durante trés minutos, com
1900 pL de solucédo cloroférmio:metanol (2:1). Apds adicao de 400
uL de metanol, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a
3000 rpm. O sobrenadante foi recolhido em tubo de peso
conhecido e, posteriormente, acrescido de 800 uL de cloroférmio e
640 pL de solugcdo de NaCl a 0,73%. Ap6s nova centrifugacédo por
10 minutos a 3000 rpm, desprezou-se a fase superior. A parede
interior de cada tubo foi lavada trés vezes com 600 uL de solucgéao
de Folch (solucdao de 3% de cloroférmio, 48% de metanol, 47% de
agua e 2% de NaCl a 0,29%). Ap6s cada lavagem, a fase superior
foi descartada. Os extratos lipidicos obtidos foram secos em estufa
overnight a 37°C, e os lipideos totais quantificados pela diferenca
de peso entre o tubo contendo os lipideos e 0 mesmo tubo vazio,
previamente pesado.

Os extratos lipidicos foram ressuspendidos em 500 uL de
isopropanol, diluidos 1:50 em &agua destilada e as determinacdes
dos niveis de colesterol hepatico foram feitas conforme descrito

para colesterol total.

3.8.Dosagens de colesterol e lipideos do conteudo cecal

Durante o sacrificio, o intestino grosso dos animais foi
removido e o ceco foi separado para retirada do conteudo cecal.

Os lipideos cecais também foram extraidos de acordo com
Folch et al. (1957). Foi adotado o mesmo procedimento utilizado
para extracao lipidica hepatica, exceto para a quantidade inicial de
conteudo cecal, igual a 50 mg. A quantidade de reagentes usada
foi dividida pela metade, para manter a proporcao com o0 peso.

Os extratos lipidicos foram ressuspendidos em 500 ulL de

isopropanol, diluidos 1:25 e as determinagdes dos niveis de
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derivados do colesterol cecal foram feitas conforme descrito para
colesterol total.

3.9.Avaliacao das lesdes ateroscleroticas no coragao

Apo6s o sacrificio dos camundongos, todos os coracdes foram
retirados em bloco, com a raiz da aorta, e perfusionados com PBS
1x. O coracao foi separado da aorta toracica e abdominal, fixado
em formol tamponado 10% e processado, conforme rotina para
inclusdo em parafina. Foram feitos cortes consecutivos de 10 um
de espessura na regido da valvula adrtica. As laminas foram
codificadas e coradas por hematoxilina e eosina.

O tamanho da lesdo aterosclerética foi avaliado em dez
cortes, tomando sempre como referéncia a presenca da valvula
adrtica. Localizada a formacdo da valvula aértica, a cada 30 um
um corte era selecionado para a medida. Assim, foi percorrida uma
extensdo média de 300 um, com cortes analisados intercalados por
outros 2 cortes consecutivos, segundo técnica modificada de
Paigen et al. (1987), (Portugal et al., 2004). As areas foram
medidas por meio da analise morfométrica, pelo programa Image
Pro Plus. O calculo do tamanho da lesdo de cada animal foi feito
pela soma das areas dos dez cortes. O valor médio por grupo foi
utilizado para comparacdes estatisticas.

3.10.Avaliagcdo do infiltrado inflamatdrio na raiz adrtica

O infiltrado inflamatério das lesdes foi determinado pela
contagem do numero de células na area da lesdao. As medidas
foram analisadas em 3 cortes ndo consecutivos por animal. Em
cada corte, a celularidade foi determinada em 4 campos em torno
da lesao, totalizando uma analise de 12 campos/animal. O namero
de células foi determinado automaticamente pelo programa Image-
Pro Plus, por intensidade de cor (Portugal et al., 2004).
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3.11.Quantificacdo de coldgeno nas lesdes
aterosclerédticas

O colageno presente nas lesdes ateroscler6ticas foi
visualizado utilizando o corante Tricbmio de Goémori contracorado
com hematoxilina. Foram analisados 4 cortes ndo consecutivos por
animal. Os resultados foram expressos como porcentagem de
colageno por area de lesao (Portugal et al., 2004).

3.12.Avaliacédo da deposicéao lipidica na aorta toracica e
abdominal

A deposicédo lipidica foi determinada na aorta toracica e
abdominal, utilizando a analise en face pela coloracdo com Sudan
IV (Palinski et al., 1994). As aortas foram dissecadas, removendo
cuidadosamente toda a adventicia a partir da valvula aértica até a
bifurcacdo iliaca. A aorta foi aberta longitudinalmente e fixada
durante 12 horas com solucdo de formol-sacarose (4%
paraformaldeido, 5% de sacarose, 20 umol/L de BHT, e 2 umol/L
EDTA, pH 7,4) a 4°C. Apés fixadas, as aortas foram submetidas a
uma solugcdo de 70% de etanol durante 5 minutos. Posteriormente,
foram coradas por 10 minutos sob agitacdo em uma solucédo
filtrada contendo 0,5% de Sudan IV, 35% de etanol, e 50% de
acetona e descoradas por 5 minutos em solucdo de 80% de etanol.
As imagens das aortas coradas com Sudan IV foram digitalizadas e
a analise feita pelo programa Image-Pro Plus.

O acumulo lipidico foi determinado pelo percentual da area
total da aorta. O valor médio por grupo foi utilizado para
comparagOes estatisticas.

3.13.Extracao de DNA

Durante o sacrificio dos animais, foram retirados e

armazenados, a -70°C, coracao (regidao da valvula aértica), figado
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e baco para extracdo de DNA. Foi adicionado tampéo tail e 100uL
de proteinase K (20 mg/mL) a um pequeno pedaco do 6rgao que
foram incubados em banho-maria a 55°C até a decomposi¢cdo do
tecido. Acrescentou-se 500 upuL de fenol e as amostras foram
centrifugadas durante 4 minutos a 14.000 rpm a temperatura
ambiente. Coletou-se a fase superior e nova centrifugacao foi
realizada para se obter melhor purificacdo. A fase aquosa
(superior) foi transferida para um novo tubo e 500 uL de
cloroférmio:alcool isoamil (24:1) foram acrescidos. Os tubos foram
centrifugados a 14.000 rpm durante 2 minutos. Novamente a fase
superior foi coletada e adicionou-se 1 mL de etanol gelado, a
solucao foi homogeneizada. Nesta etapa foi visualizado o DNA,
que se precipita em forma de gel. As amostras foram colocadas a
-20°C. Apds 12 horas, os tubos foram centrifugados durante 4
minutos a 14.000 rpm. Todo o sobrenadante foi retirado, 500 puL de
etanol 70% foi adicionado e misturou-se por inversdo até
ressuspender o precipitado, nova centrifugacado foi realizada. Em
seqguida, desprezou-se o sobrenadante e o DNA no fundo do tubo
foi seco durante 15 minutos a temperatura ambiente. O DNA foi
ressuspendido em 100 uL de tampao TE , diluido e quantificado em
leitor de ELISA a 260 nm.

3.14.Avaliacao para presenca de L. major

Apdés a extracdo do DNA, foram realizadas a busca de
seqléncias especificas para L. major e a amplificacao das mesmas
por meio da técnica de PCR. Para isto, 2 uL de amostra de DNA
foram adicionados a 1,2 uL de tampé&o da Taq polimerase, 1,0 pl
de dNTPs (2,5mM), 1,0 uL de primers, 0,05 pL de taq polimerase e
5,75 uL de H,O Milli-Q estéril.

As amostras foram colocadas em um termociclador e as
condicbes de amplificacdo para 35 ciclos foram: desnaturacao a
94°C por 1 min, anelamento a 54°C por 1 min, elongacdo a 72°C
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por 1,5 min e extensao a 72°C por 10 min (Anders et al., 2002). Os
produtos de PCR foram, entdo, submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida e visualizados pela coloragédo de prata.

Os primers utilizados para verificacdo da presenca de
minicirculo KkDNA de L. major possuem a seguinte seqléncia
(Anders et al., 2002):

Uni 21- 5"GGGGTTGGTGTAAAATAAGGCC 3°

LmJ4- 5"CTAGTTTCCCGCCTCCGAG 3’

3.15.Analise estatistica dos dados

Os dados foram inicialmente analisados usando o teste
Komogorov-Smirnov para verificar sua simetria. Como todos os
dados apresentaram distribuicdo normal, foi utilizado teste T de
Student, para comparar grupos. Foi adotado o nivel de

significancia de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1.Infeccdo por L. major e quantificagdo do parasita

Camundongos apoE” e C57BL/6 de 11 semanas de idade
foram infectados com L. major para verificar se esta infeccédo
apresenta a mesma evolucdo em ambas linhagens. Para tanto,
observou-se a progressao da doenca e foi mensurada a
quantificacdo do parasita na pata infectada.

O célculo da lesdao mostra que nao houve diferengca na
progressdo da doenca entre as linhagens apoE” e C57BL/6, pois
estes animais apresentaram o mesmo perfil em relacdo ao tamanho
da lesao (Figura 10). A quantificacao final dos parasitas também

foi a mesma entre estes dois grupos (Figura 11).

4.2.Consumo alimentar e crescimento dos animais

Os experimentos seguintes foram realizados com animais
deficientes em apoE (apoE™”") infectados ou ndo com L. major. O
consumo alimentar foi monitorado e uma restricado alimentar foi
imposta ao grupo controle, que recebeu a mesma quantidade de
dieta ingerida pelo grupo infectado. Deste modo, como mostra a
Figura 12, a ingestdo foi similar entre os animais controles e
infectados com L. major (25,10 = 0,95 e 24,72 + 0,85 ¢,
respectivamente, p=0,7).

Devido a restricdo alimentar, ndo houve diferenca entre peso
corporal dos animais dos diferentes grupos, durante todo o tempo
de experimento (Figura 13).
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Figura 10 - Curva de infeccdo de animais apoE’" e C57BL/6
infectados com L. major.

Os resultados foram expressos como média do tamanho da lesdo de
animais apoE o (n=11) e C57BL/6 (n=7) em cada semana do experimento.
Linhas verticais representam erro padrao.

8 1 O C57BL/6
mapokE -/-

Parasitas totais (log)
B

Figura 11 — Quantificacdo de parasitas de animais apoE”’ e
C57BL/6 infectados com L. major.

Os resultados foram expressos como média do logaritimo de parasitas
totais de animais apoE o (n=11) e C57BL/6 (n=9) no final do experimento.
Linhas verticais representam erro padréo.
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Figura 12 - Consumo alimentar semanal dos animais apoE-/-
controles e infectados com L. major.
Os resultados foram expressos com média da quantidade de dieta

consumida em gramas por semana por animal. Foi utilizado erro padrao.
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Figura 13 - Evolucdo ponderal dos animais apoE-/- controles e
infectados com L. major.

Os resultados foram expressos como média do peso em gramas dos
animais controles (n=9) e infectados (n=11) em cada semana do experimento.

Foi utilizado erro padréo.
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4.3.Colesterol

4.3.1.Colesterol total

Com o objetivo de avaliar o efeito da infeccdo de L. major no
metabolismo lipidico, primeiramente foi analisado o nivel de
colesterol total no plasma dos animais. No inicio do experimento,
0s grupos controle e infectado apresentaram niveis de colesterol
plasmatico similares (230,2 + 19,83 e 225,3 = 21,0 mg/dL,
respectivamente, p=0,86). Apdés seis semanas de experimento, a
infeccdo por L. major foi capaz de aumentar os niveis de colesterol
sérico (283,4 + 15,8 mg/dL) em relacdo aos animais controles
(222,4 + 7,1, mg/dL, p=0,01) (Tabela 2).

4.3.2.Colesterol HDL e fracoes aterogénicas

A mensuracdo das fracbes de colesterol mostrou que o
aumento nos niveis de colesterol sérico dos animais infectados
refletiu o aumento tanto da fragcdo nao aterogénica (HDL) quanto
da fracao aterogénica (LDL, IDL e VLDL). A Tabela 2 mostra o
aumento dos niveis do colesterol HDL do grupo infectado
comparado ao grupo controle (22,1 £ 2,0 e 15,5 £ 1,7 mg/dL,
respectivamente, p=0,025) e a diferenca nos niveis das fracdes
aterogénicas dos animais controles (208,1 = 9,9 mg/dL) e
infectados (261,3 = 16,9 mg/dL, p=0,026). A relagdo fracéao
aterogénica/HDL né&o apresentou diferenca entre o0s grupos
controle e infectado com L. major (14,7 + 0,06 e 13,3 £ 0,06,

respectivamente, p=0,53).
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Tabela 2 - Colesterol total e fragdes

Parametros(mg/dL) Controle Leishmania
Colesterol total®
Inicial 230,2 £ 19,83 225,3 £ 21,0
Final 222,4 £+ 7,1 283,4 £ 15,8
HDLc" 15,5 £ 1,7 22,1 + 2,0
Fracbes aterogénicas® 208,1 £ 9,9 261,3 £ 16,9
Relacdo Aterogénica/HDL® 14,7 + 0,06 13,3 +0,06

a

b

n= 8 para Controle e 12 para Leishmania

n= 7 para Controle e 12 para Leishmania

* p<0,05, os resultados foram expressos como média = erro padrao.
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4.3.3.Lipideos e colesterol do conteudo cecal

Um paréametro utilizado para analisar alteragdes no
metabolismo lipidico, especificamente alteracoes na
absorcado/excrecao de lipideos, é a quantificacdo de lipideos e
derivados de colesterol excretado no conteudo cecal. Nao houve
diferenca na concentracdo de lipideos totais cecais entre os
grupos controle e infectado (51,11 £+ 8,9 e 70,0 £ 11,0 mg/g de
contedudo cecal, respectivamente, p=0,19). Também ndo houve
alteracdo na excrecadao de colesterol e seus derivados (3a—OH-
esterdides) entre os grupos: o grupo controle apresentou média de
2,8 £ 0,3 e os animais infectados 2,4 +0,3 mg/g de conteudo cecal,
p=0,31 (Tabela 3).

4.3.4.Lipideos e colesterol hepatico

Torna-se imprescindivel a quantificacdo de lipideos totais e
colesterol no figado, uma vez ser este o principal érgdao envolvido
no metabolismo lipidico. Animais infectados com L. major
apresentaram uma quantidade menor de lipideos totais hepaticos
em relacdo aos animais controle (171,7 £ 21,1 e 252,0 £ 11,8 mg/g
de figado, respectivamente, p=0,005, (Tabela 3). Esta grande
diferenca ndo é acompanhada pela reducao do nivel de colesterol
hepatico, que foi similar entre os grupos controle e Leishmania
(14,1 £ 1,3 e 13,2 + 0,9 mg/g de figado, respectivamente,
p=0,58,(Tabela 3).
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Tabela 3 - Concentracéao de triglicerideos séricos, lipideos totais,
colesterol e triglicerideos do conteudo cecal e figado

Parametros Controle Leishmania
Lipideos cecais ? 51,11 + 8,9 70,0 £ 11,0
(mg/g de conteudo cecal)

3a—OH-esterdides @ 2,8 +0,3 2,4 £+0,3
(mg/g de conteudo cecal)

Triglicerideos cecais ? 0,97 £ 0,2 0,76 £ 0,21
(mg/g de conteudo cecal)

Lipideos hepaticos ® 252,0 + 11,8 171,7 £ 21,1*
(mg/g de figado)

Colesterol hepatico © 14,1 +1,3 13,2 + 0,9
(mg/g de figado)

Triglicerideos hepaticos® 49,7 + 4,4 30,2 + 4,5*
(mg/g de figado)

Triglicerideos séricos ¢ 56,5 5,4 34,4 + 41~
(mg/dL)

% n= 9 para Controle e 10 para Leishmania

® n= 10 para Controle e 12 para Leishmania

°n= 11 para Controle e 11 para Leishmania

9 n= 12 para Controle e 13 para Leishmania

* p<0,05, os resultados foram expressos como média = erro padrao.
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4.4.Triglicerideos

4.4.1.Triglicerideo sérico

Triglicerideos sdo componentes importantes de lipoproteinas.
Assim, além do colesterol, este lipideo exerce papel importante no
perfil lipidico, e € necessario investigar seu metabolismo, uma vez
observadas modificacdes nos niveis de colesterol sérico. E, ao
contrario do colesterol, que aumentou no grupo infectado, animais
infectados com L. major apresentaram niveis significativamente
menores de triglicerideos sérico que o grupo néao infectado (56,5 +
5,4 e 34,4 + 4,1 mg/dL, respectivamente, p=0,003, (Tabela 3).

4.4.2.Triglicerideo do conteudo cecal

Assim como ocorreu em relagcdo aos outros parametros
analisados no conteudo cecal, os niveis de triglicerideos também
ndao se alteraram entre o grupo infectado por L. major (0,97 + 0,2
mg/g) € o grupo controle (0,76 + 0,21 mg/g de conteudo cecal,
p=0,52) (Tabela 3).

4.4.3.Triglicerideo hepatico

A diminuicdo verificada na quantidade de lipideos hepaticos,
no grupo com L. major, foi provocada pela diminuicdo dos niveis
de triglicerideos hepaticos desses animais, quando comparados
com o grupo controle. Os camundongos do grupo controle
apresentaram média de 49,1 + 4,4 mg/g de figado e o grupo
infectado 30,2 +4,5 mg/g de figado, p=0,01 (Tabela 3).
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4.5.Placa aterosclerodtica

4.5.1.Aorta toracica e abdominal

Dados obtidos indicam que a infeccado por L. major alterou o
metabolismo lipidico. O procedimento seguinte foi, entéao,
comparar o desenvolvimento da placa aterosclerética entre animais
controles e infectados. A analise do acumulo lipidico na aorta
toracica e abdominal mostrou que os dois grupos apresentaram a
mesma quantidade de lipideos depositados neste local, no final do
experimento (Controle= 0,42 £ 0,09 e Leismania= 0,43 = 0,06 % de
lesdo/area total da aorta toracica e abdominal, p=0,96, Figura 14).

A Figura 15 demonstra aortas representativas do grupo
controle (A) e infectado (B) com L. major. Nestas figuras percebe-
se que as lesdes se concentram nas 4reas das ramificagcdes, local
em que o fluxo sanguineo sofre mais turbuléncia e possui maior
propensao para o desenvolvimento da lesdo aterosclerdtica, mas

que este padrao é similar em ambos os grupos.

4.5.2.Lesao na valvula aortica

QOutro local para avaliacdo do desenvolvimento da leséao
aterosclerética é a raiz da aorta, na regidao da valvula. Nesta area,
o tamanho da lesdo aterosclerética foi maior em animais infectados
com L. major, em relacdo aos animais controles (1.042.973 %
135.863 e 666.465 + 90.546 um?, respectivamente, p=0,05, Figura
16). Além do maior tamanho, as placas ateroscleréticas foram mais
desenvolvidas nos animais infectados: as lesdes dos animais
controle sdo formadas por estrias gordurosas com varias camadas
de células espumosas. Nos animais infectados, entretanto, nota-se
também a presenca do centro necrético com deposicdo de cristais
de colesterol, caracterizando uma lesao mais avancada. (Figura
17).
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Figura 14 — Porcentagem de deposicdo lipidica em aorta toracica
e abdominal dos animais apoE”" controle e infectado com L. major.

Resultados expressos como média da porcentagem de lesdo pela area
total da aorta dos animais controles (n=7) e infectados (n=8) no final do
experimento. Linhas horizontais representam média de cada grupo.

A B

Figura 15 — Aspecto histolégico da aorta toracica e abdominal
dos animais apoE”" controle e infectado com L. major.

A - controle. B — Leishmania. As aortas foram coradas com Sudan IV
especifico para lipideos (vermelho).
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Figura 16 — Area da lesdo aterosclerética dos animais apoE™"

controle e infectado com L. major.
Resultado representa o valor de cada animal do grupo controle (n=7) e

infectado (n=10) em pm? da aorta, no final do experimento. Barra horizontal
indica a média da area de lesdo *p=0,05

Figura 17 - Aspecto histolégico da raiz da aorta dos animais
apoE”" controles e infectados com L. major.

A - Controle. B — Leishmania. A estria gordurosa esta representada pela
seta, e o centro necrético pelo asterisco. A referéncia anatdmica da vélvula

esta identificada pela estrela. Os cortes foram corados com HE, aumento
100X.
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4.6.Infiltrado inflamatério

Foi observada uma grande presenca de infiltrado inflamatério
nos cortes de animais infectados. Esta observacédo foi confirmada
pela mensuracao do numero de células inflamatérias na regido da
lesdo aterosclerética. O infiltrado inflamatério foi maior em animais
infectados comparados com os controles (8971 £ 907 e 6228 £ 553
células/mm?, respectivamente, p=0,03) (Figura 18). Pelos cortes
histolégicos, percebe-se que a area no entorno da lesdo do grupo
controle apresenta poucas células inflamatérias (Figura 19).
Contrariamente, nos cortes de animais infectados, o numero de
células inflamatérias € muito superior e estas ndo estao restritas
ao redor da lesdo, mas também encontram-se no interior da placa

aterosclerética (Figura 20).
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Figura 18 - Infiltrado inflamatério dos animais apoE™" controle e
infectado com L. major.

Resultados expressos como média do numero de células/mm? dos
animais controles (n=5) e infectados (n=5) no final do experimento. Linhas
verticais representam erro padrao de cada grupo. *p<0,05

50



Resultados

Figura 19 - Aspecto histolégico do infiltrado inflamatério dos
animais apoE"' controle.

A — aumento de 100X. B — aumento de 200X. A seta indica células
inflamatérias. Os cortes foram corados com HE.

Figura 20 - Aspecto histolégico do infiltrado inflamatério dos
animais apoE”" infectados com L. major.

A — aumento de 100X. B — aumento de 200X. As setas mostram células
inflamatérias no interior e no entorno da placa. Os cortes foram corados com
HE.
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4.7.Quantificacao de coldgeno na leséao aterosclerética

Um dos parametros para se avaliar a estabilidade da placa
aterosclerética é a quantificacdao de colageno. Nao foi observada
nenhuma diferenca entre o grupo controle e infectado em relacao a
proporcado de colageno no interior da lesdo (19,1 + 4,4 e 18,6 + 5,0
% de colageno / area de lesao, respectivamente, p=0,95, Figura
21).

A Figura 22 representa o aspecto histolégico dos cortes
corado com Tricobmio de Gbémori, especifico para colageno, que é
detectado em verde. Percebe-se a similaridade entre o grupo
controle (A) e o infectado (B).

4.8.Avaliacao da presenca de L. major

Com o propédsito de investigar se o grande aumento do
infiltrado inflamatério e do tamanho da lesdo relacionava-se com a
possivel presenca de Leishmania naquele local, a presenca de
DNA especifico de L. major no baco, figado e tecido cardiaco (area
proxima a valvula aértica) foi pesquisada. Nao foi detectada a
presenca do parasita no bag¢o e no figado por meio do PCR, no
final do experimento. Entretanto, DNA de L. major foi encontrado
no coracdo de 2 animais infectados, em um total de 3 animais.
Como era esperado, nenhum parasita foi detectado nos 3 animais
controles (Figura 23).
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Figura 21 - Colageno dos animais apoE”" controle e infectado com
L. major.

Resultados expressos como média da porcentagem de colageno da area
total da lesdo aterosclerética dos animais controles (n=5) e infectados (n=5)
no final do experimento. Linhas verticais representam erro padrdo de cada
grupo.

Figura 22 - Aspecto histolégico do conteudo colageno dos
animais apoE™"” controles e infectados com L. major.

A — Controle. B — Leishmania. O colageno é corado em verde. Os cortes
foram corados com Tricémio de Gomori. Aumento de 100 X.
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Ct Leis Leis Leis Leis Ct Ct Ct Leis Leis Lels Ct Ct Leis Leis Leis Leis Ct+ )
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Figura 23 — Produtos de PCR obtidos de DNA de baco, coracio e
figado de animais animais apoE-/- controles e infectados com L. major.

Ultima linha- controle positvo, DNA extraido de pata infectada com L.
major. Ct- animais apoE”" controles. Leis- animais apoE”" infectados com L.
major.
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5.DISCUSSAO

A inflamagcdo na aterosclerosce inicia-se como resposta a
injuria do entodélio. A disfuncao endotelial € o primeiro passo na
formacdo da aterosclerose, e pode ser causada pela LDL elevada e
modificada, radicais livres gerados pelo cigarro, hipertensao,
diabetes mellitus, alteracdes genéticas e a combinacao destes ou
outros fatores. A disfuncdo endotelial resultante da injuria leva a
respostas compensatérias que tentam preservar a homeostase
normal do endotélio. Dentre estas respostas, estdo o aumento da
permeabilidade do vaso; inducdo de citocinas e fatores de
crescimento; estimulo a migracdo e proliferacdo de células
musculares lisas, macréfagos e subtipos especificos de células T.
Todos estes fatores promovem o desenvolvimento da lesdao. Além
disto, mediadores da inflamacao, como TNF-a, IL-1 e MCSF,
aumentam a ligacdo da LDL ao endotélio, gerando mais células
espumosas (Ross, 1999)

Infeccbes estdao sendo cada vez mais reconhecidas como
fatores de risco para aterosclerose e suas manifestacdes clinicas
(Epstein et al., 1999; Leinonen & Saikku, 2002; Magen et al.,
2005). A hipo6tese infecciosa esta relacionada ao crucial papel da
inflfamacdao na aterogénese e no desenvolvimento da placa
aterosclerdética (Ross, 1999).

Dentre os agentes infecciosos relacionados a aterosclerose,
bactérias e virus sao amplamente discutidos na literatura,
principalmente Chlamydia pneumoniae (Mussa et al., 2006),
Helicobacter pylori (Franceschi et al., 2005) e citomegalovirus
(Stassen et al., 2006). Entretanto, ha poucos estudos envolvendo a
associacao da formacédo da lesao aterosclerdtica com protozoarios.
As infec¢cdes com Trypanossoma cruzi ou por Toxoplasma gondii
mostraram ser pré-aterogénicas, provavelmente devido ao aumento
da resposta pré-inflamatéria (perfil Th1), induzida de forma

sistémica por estes dois parasitas (Portugal et al., 2004;
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Sunnemark et al., 2000). Doenhoff et al. (2002) mostraram que a
infeccdo com Schistosoma mansoni reduz o tamanho da lesao
aterosclerdtica. Este helminto elicita uma resposta antiinflamatéria
tipo Th2, que é uma possivel explicacao para a diminuicdo da
placa observada.

A infeccdo com L. major em animais resistentes, como
camundongos da linhagem C57BL/6, causa uma resposta proé-
inflamatéria (Th1) no local da lesdo, com ativacao de linfonodos
proximos e, mais discretamente, do baco. Devido ao seu carater
restritivo ao local da infecg¢do, torna-se dificil a deteccdo de
citocinas caracteristicas do perfil Th1 no sangue de animais
infectados com L. major. Considera-se, deste modo, a infeccéo por
L. major uma doeng¢a nao sistémica.

A associacdao entre infeccbes por protozoario que
desencadeiam grandes respostas sistémicas (como T. cruzi e T.
gondii) e aterosclerose é de facil compreensdo, uma vez que 0S
componentes pré-inflamatérios (quimiocinas, citocinas, etc.) podem
atingir as artérias de médio e grande calibre. O aumento da
inflamacao nas artérias promove a migracao e ativacao dos
macréfagos na area da lesdao ou, alternativamente, aumenta o
estresse oxidativo sistémico, levando a maior oxidacao de
lipoproteinas ou a alteracdes no endotélio. Porém, a literatura
apresenta mostras que, mesmo infeccdes localizadas, como as
odontolégicas, também podem ser associadas a aterosclerose
(Meurman et al., 2004). Assim, nosso trabalho teve o intuito de
verificar se uma infeccdo de carater mais local e autolimitada seria
suficiente para acelerar o desenvolvimento da aterosclerose, como
ocorre com infecgcdes sistémicas. Ao nosso conhecimento, este é o
primeiro trabalho que estuda a relacdo da infeccdo por Leishmania
major na aterogénese.

Nossos resultados mostram que a infecgdo por L. major em
animais apoE”" apresenta a mesma evolugdo da infecgdo quando
comparados com animais C57BL/6. Ou seja, ambas linhagens
apresentaram aumento do tamanho da lesdao na pata da 1% a 5?2
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semana, com diminuicdo do edema na 62 semana. Dessa forma,
assumimos que a resposta imunoldégica conhecida, envolvendo L.
major e animais C57BL/6, tal como a resisténcia a infeccdo e o
desenvolvimento da resposta Th1, pode ser extensiva a animais
apoE”", de mesmo fundo genético.

Em nosso trabalho, a infeccdo levou a uma discreta
diminuicdo da ingestdo alimentar nos animais infectados. Em
conseqléncia, foi provocada uma reducao concomitante da oferta
alimentar aos animais controles ndo infectados, com o intuito de
manter os fatores alimentares (que podem relacionar-se com a
aterogénese) similares entre os grupos. Embora esta reducao
discreta ndo tenha desencadeado mudancas estatisticas no peso
corporal, ela sugere que, pelo menos em uma fase determinada, a
infeccao por L major tenha apresentado uma repercusséao
sistémica suficiente para induzir uma reducdao do apetite e da
ingestdao calérica. Além disso, é conhecido que componentes
inflamatérios como TNF-a estdo ligados a reducao da ingestao
calérica e perda de peso (Coppack, 2001; Hube & Hauner, 1999).
Assim, reconhecemos que embora discreta, a infec¢gdao por L major
leva a uma repercussao sistémica, que poderia influenciar no
metabolismo lipidico e na formacao da aterosclerose.

Infeccdo e inflamacdo desencadeiam uma variedade de
mudancas na concentracdo de proteinas, como proteina C reativa
(CRP), proteina sérica amildéide (SAA) e albumina, conhecidas
como resposta a fase aguda (APR). A sintese de proteinas desta
fase é mediada por citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6 e IFN-y) e tem
como objetivo proteger o dano tecidual e facilitar mecanismos de
reparo (Gabay & Kushner, 1999). As mudancas ocorridas no
metabolismo lipidico durante a APR, como aumento de colesterol e
triglicerideos e diminuicdo da HDL, auxiliam na redistribuicdo de
nutrientes para as células que sao importantes na defesa do
hospedeiro (Khovidhunkit et al., 2004). Deste modo, em nosso
trabalho, também observamos alteragcdes no metabolismo lipidico

em animais infectados com Leishmania major, embora o perfil das

57



Discussao

mudancas obtidas neste estudo seja diferente daquele relatado na
APR. Dentre as modificacbes observadas, houve um aumento no
nivel de colesterol total e das fracdes aterogénicas em
camundongos infectados com L. major. Este aumento pode ser
devido a necessidade de colesterol para o reparo e regeneracao
de membranas danificadas durante a resolucdo da doenca. Além
disto, sabe-se que, durante a infeccao, o colesterol total e em LDL
estdo aumentados em roedores e coelhos. Em humanos este
aumento ndo é usualmente observado (Esteve et al., 2005),
embora Faucher et al. (2002) descrevam um aumento de colesterol
total, HDL e LDL em pacientes portadores de malaria.
Especificamente em relacdo a Leishmania, hd apenas o relato de
Nieto et al. (1992) que, estudando céaes infectados com L.
infantum, observaram aumento de colesterol total e LDL nestes
animais. Os autores justificam este aumento devido a disfuncao
hepatica provocada pela doenca e as interacdes entre o parasita e
o colesterol do hospedeiro.

No entanto, Sunnemark et al. (2000) e Portugal et al. (2004)
observaram diminuicdo nos niveis de colesterol total em
camundongos CBA/J infectados com T. cruzi e apoE”" infectados
com T. gondii, respectivamente. Tais dados, contrarios aos obtidos
no atual trabalho, podem ser justificados pelas diferencas nas
infecgbes, visto que T. cruzi e T. gondii causam infecgéo
(sistémica) mais grave que a causada por L major, em animais com
fundo genético de C57BL/6. Infeccdes sistémicas podem levar a
reducao significativa da ingestdo alimentar, perda de peso e um
direcionamento metabdlico do acetil CoA e acetoacetato para o
fornecimento de energia, e nao para a sintese de colesterol,
reduzindo a sintese e aumentando a captacdo do colesterol
sanguineo. Adicionalmente, ocorrem diferencas na obtencdo de
colesterol entre T. gondii e L. major, sendo o primeiro incapaz de
sintetizar seu proprio colesterol. Deste modo, é significativa a
dependéncia do T. gondii em relagdo ao colesterol do hospedeiro,

o que é refletido na diminuicao do colesterol sérico. Urbina et al.
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(2002) sugerem que a Leishmania necessita de esterdides
endbgenos estritos (ergosterol e analogos) para a sobrevivéncia e
crescimento, mas nao pode utilizar o abundante suprimento de
colesterol, presente no hospedeiro. Além disto, Ginger et al. (2000)
relatam que L. mexicana utiliza o aminoacido leucina como a
principal fonte de carbono para a biossintese de esterdide durante
as duas fases do seu ciclo de vida, amastigota intracelular e
promastigota extracelular.

Nossos resultados demonstram que, pelo menos em animais
apoE™", a infeccdo com L major interfere no metabolismo lipidico
levando ao aumento tanto das fracdes aterogénicas como da
fracado protetora HDL.

Em relacdao aos triglicerideos, a infeccdo por L. major
provocou reducdo nos seus niveis de hepatico e sérico, o que pode
ser devido a maior utilizacdo de acidos graxos pelo parasita.
Estudos com L. mexicana demonstram que a taxa de captacao e
catabolismo de acidos graxos nao esterificados foi 10 vezes maior
em amastigotas, em relacdo a promastigotas, sugerindo que acidos
graxos sao importante fonte de energia para amastigota (Hart &
Coombs, 1982). Assim, a infeccdo pode ter causado uma reducéao
de triglicerideos em remanescentes de lipoproteinas (abundantes
em apoE”"), o que levaria & conversdo mais rapida destas em LDL
pequenas e densas que sdo mais aterogénicas que as LDL normais
(Rizzo & Berneis, 2006).

Em resumo, nossos resultados indicam que a infeccdo por L
major provoca mudancg¢as tanto no colesterol e triglicérides
circulantes como no teor de lipideos no figado.

Nosso préximo procedimento foi averiguar se estas mudancgas
no perfil lipidico seriam suficientes para induzir um aumento da
aterosclerose. Os resultados na raiz da aorta mostram que,
interessantemente, a infeccdo provocada por L. major, apesar de
localizada e autolimitada, mostrou-se capaz de aumentar em 64%
o tamanho da placa aterosclerética em relacao ao controle. Este

aumento pode ser explicado de varias formas.
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Em primeiro lugar, a hipercolesterolemia e o elevado nivel de
lipoproteinas aterogénicas sao fatores de risco para a
aterosclerose. Embora a hipertrigliceridemia possa também ser
considerada um fator de risco, a reducao de triglicerideos nao foi
suficiente para diminuir a lesdo ou, como citado anteriormente,
pode ter causado a formacdo de LDL mais aterogénica. Além da
hipercolesterolemia, a inflamacdo, por si s6, pode aumentar o
estresse oxidativo e a injuria endotelial (Hansson, 2005), o que
levaria a maior migragdo de mondcitos e linfécitos para a area da
lesdo, culminando no aumento da aterogénese. Isso sé ocorreria
caso houvesse, mesmo que transitério, um quadro inflamatorio
sistémico induzido pela infecccao. Nossos resultados suportam
este fato, uma vez que, além das alteragcdes no perfil sanguineo e
no metabolismo hepatico de lipideos, ocorreu um aumento
significativo do infiltrado inflamatério na raiz da aorta de
camundongos infectados. Este aumento relaciona-se com o maior
desenvolvimento das lesdes ateroscleréticas.

Varias linhas de evidéncias demonstraram a importancia da
participacdao de células inflamatérias na aterosclerose. Segundo
estudos realizados por Dansky et al. (1997), Reardon et al. (2003)
e Reardon et al. (2001), camundongos apoE’ cruzados com
camundongos deficientes em células B e T (RAG”") apresentaram
reducao da lesao ateroscleroética inicial, quando comparados com
seus controles imunocompetentes. Sabe-se também que a
presenca de linfocitos T CD4" e macréfagos esta relacionada com
a progressdao da doenca. Ilgualmente, a producdo de citocinas
inflamatdrias por estas células ira acarretar a ativacdo de fatores
endoteliais ou tromboéticos, importante no desenvolvimento da
lesdo. Nossos resultados estdo de acordo com Portugal et
al.(2004) que mostraram um maior desenvolvimento do ateroma,
associado a um aumento de macroéfagos, células T CD4" e CD8"

em animais infectados com T. gondii.
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Ap6s a constatacdo da expressiva quantidade de células
inflamatérias, nosso objetivo foi tentar estabelecer se este fato foi
devido a presenca do parasita na area da lesao.

Surpreendentemente a presenca de L. major foi detectada,
pela técnica de PCR, no tecido cardiaco préximo ao ateroma.
Estudos anteriores relatam a deteccdo de DNA especifico de L.
major em linfonodos, baco, medula éssea e figado de animais
C57BL/6, ap6s 1 ano da infeccao (Aebischer et al., 1993).
Entretanto, ndo ha relatos de presenca do parasita no coracéo.
Possivelmente a presenca de L. major nas proximidades da lesao
deve-se a migragcao de monocitos/macréfagos infectados. Como é
bem estabelecido, a lesdao aterosclerética € um foco de inflamacao
e assim, recruta, de forma inespecifica, macréfagos ativados ou
nao, células T e SMC para a area da lesdao. A conseqiente
migracdo de macréfagos infectados ativados para a area da lesao
agrava a inflamacéao, acelerando a formacédo de ateromas maiores
e com caracteristicas de placa mais avancada, como visto na
histologia. Em nosso estudo, ndo foi verificada a presenca do
parasita no baco ou no figado, descartando a hip6tese de
visceralizagdo, e evidenciando a especificidade do recrutamento
de macrofagos infectados para a area de leséo.

Por outro lado, n&o foram encontradas diferengcas na
quantificacdo da lesdao aterosclerdotica na aorta abdominal e
toracica entre animais controles e infectados. O fato se justifica
pelo desenvolvimento mais lento nesta regidao, em relacao a
valvula aédrtica. A aorta toracica e abdominal possuem baixa forca
de cisalhamento e menor predisposicdo a aterogénese que a raiz
da aorta (Teupser et al., 2003). Assim, diferencas na area de lesao
aterosclerética na aorta descendente e suas ramificagdes apenas
sdo vistas mais tardiamente em relacdo a valvula aértica.

O aumento do infiltrado inflamatério na regido da leséao
aterosclerética e, principalmente, a presenca de IFN-y e
metaloproteinases, relacionam-se a instabilidade da placa,
acarretando em reducao da capa fibrosa e consequente ruptura da
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lesdao com desenvolvimento de trombos (Scott, 2004). A deposigcao
de colageno na capa fibrosa é fator de estabilidade da placa,
melhorando o prognéstico da doenca. Nossos resultados néao
demonstraram diferencas no conteddo de colageno entre animais
infectados com L. major e controles. Resultado similar foi obtido no
trabalho envolvendo T. gondii, onde houve aumento do infiltrado,
mas sem diferenca na quantificacao de colageno (Portugal et al.,
2004). Este fato pode ser devido ao estagio de desenvolvimento da
lesdo (entre estrias gordurosas e lesdes intermediarias), onde a
formacado da capa fibrosa ainda é inicial, sendo assim, um estagio
precoce para a deteccdo de mudangcas em sua composicao.

Em concluséao, a infeccao com L. major, mesmo sendo uma
doenca local e autolimitada em camundongos resistentes, provoca
mudancas negativas no perfil lipidico e aceleracdo da aterogénese.
Estes resultados sdo a conseqiiéncia das alteragdes na resposta
inflamatéria provocada pela infeccdo por Leishmania, e podem,
ainda, ter sido estimulados pela propria presenca do parasita ou
macrofagos ativados pelo parasita no tecido cardiaco.
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6.PERSPECTIVAS

1- Estudar, in vitro, a captacdo de lipoproteinas por
macrofago peritoneal infectado com L. major;

2- Analisar a expressao de receptores scavengers, moléculas
de adesédo e MCP-1;

3- Caracterizar a placa pela imunohistoquimica do infiltrado
inflamatério;

4- Verificar a presenca de L. major no baco, figado e coracao

por meio de PCR real time;
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8.ANEXO

8.1.Parecer do Comité de ética em experimentacao animal
- CETEA
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