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Resumo

RESUMO

A aterosclerose € uma doenca inflamatoéria cronica e progressiva, caracterizada por
distirbios do metabolismo lipidico, com presenca de células e elementos fibrosos nas
grandes e médias artérias. A perda ou prejuizo das funcdes exercidas pelo endotélio
vascular e o aumento na producado de radicais livres séo fatores importantes para a doenca
aterosclerotica. Os flavondides sdo compostos naturais polifendlicos com pronunciada
atividade antioxidante sobre a LDL e consequente inibicdo das lesdes ateroscleréticas,
demonstrando perfil adequado para a terapia anti-aterogénica. Este trabalho tem por objetivo
investigar o papel do tratamento crénico com a diocleina, um flavonéide extraido da planta
Dioclea grandiflora, nos principais eventos que desencadeiam o processo aterosclerotico em
camundongos apoE™". Os animais apoE” machos com idade inicial de aproximadamente oito
semanas foram alimentados com dieta comercial e divididos em dois grupos experimentais:
grupo tratado que recebeu injecdes intraperitoniais de diocleina na dose de 4 mg/kg de peso
corporal/dia durante seis semanas e 0 grupo controle que recebeu somente o veiculo.
Nossos resultados mostraram que o tratamento por seis semanas com o flavonéide diocleina
nao alterou o perfil lipidico dos animais, além de nao ser eficiente contra a peroxidagao
lipidica no figado e no rim. Em relacdo a aterogénese, 0s dois grupos experimentais
mostraram similaridade no tamanho das lesGes aterosclerdticas e quando avaliamos a
instabilidade das lesbes, através do conteudo de colageno e quantidade de células
inflamatorias, também ndo observamos efeitos positivos nos animas que receberam a
diocleina. Dessa forma, € possivel concluir que nas condicbes experimentais que foram
utilizadas neste trabalho a diocleina ndo apresentou atividade antioxidante suficiente para
contrapor ao estresse oxidativo tipico do camundongo apoE” e, consequentemente, n&o foi

eficiente em retardar o processo da aterogénese.

Palavras chaves: Aterosclerose; Flavonoides; Dioclea grandiflora; Polifendis.
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Abstract

ABSTRACT

Atherosclerosis is a chronic inflammatory and progressive disease, characterized by
the accumulation of lipid and migration of inflammatory cells to the intima of medium and
large arteries. Oxidative stress and endothelium activation are also important factors in
atherosclerotic diseases. Flavonoids are natural polyphenolic compounds which has
antioxidant activity related to reduction of oxidative stress and, consequently, of
atherogenesis. For this reason they are potential prophylactic and therapeutic agents in the
treatment of atherosclerosis. In the present study we investigated the effect of chronic
administration of dioclein, a flavonoid extracted from Dioclea grandiflora, in the main events
related to atherosclerosis in apolipoprotein E-deficient mice (apoE™). Male mice with 8-week-
old were fed on chow diet and received dioclein (4 mg/kg/daily i.p.) or vehicle during six
weeks. The results showed that the treatment with flavonoid dioclein was not related to any
alterations on lipidic profile as well as lipid peroxidation in liver and kidney. Regarding
atherogenesis, dioclein treatment was not able to reduce lesion area in aortic valve, as well
as improve plaque stability as suggested by the results of collagen staining and inflammatory
cells in the lesions. In conclusion, our data did not support a positive effect of the flavonoid

dioclein on oxidative stress as well as on atherosclerosis development in apoE™ mice.

Key-words: Atherosclerosis, Dioclea grandiflora, Polyphenols
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Introducao

1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV), incluindo doencas arteriais coronarianas,
insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente vascular cerebral, infarto agudo do miocéardio e
hipertensao arterial sistémica, constituem, atualmente, importantes patologias que acometem
grande parte da populagdo. De acordo com estimativas recentes da organizacdo mundial de
saude, em 2002, aproximadamente um terco de todas as mortes (16,7 milhdes de pessoas)
em torno do mundo resultaram das doencas cardiovasculares (WHO, 2006).

Durante os ultimos 30 anos presenciou-se um declinio razoavel da mortalidade por
causas cardiovasculares em paises desenvolvidos, enquanto que elevacgfes relativamente
rapidas e substanciais tém ocorrido em paises em desenvolvimento, dentre os quais o Brasil
€ um dos representantes. Em 2010 é estimado que as DCV sejam as principais causas de
morte nos paises em desenvolvimento e caso medidas preventivas efetivas ndo sejam
tomadas, prevé-se uma verdadeira epidemia de doenca cardiovascular com consequéncias
desastrosas para a saude publica (WHO, 2006; Il Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemia,
2001).

O 6nus econdmico das doencas cardiovasculares tem crescido exponencialmente nas
dltimas décadas. Em 2000, as doencas cardiovasculares foram responsaveis pela principal
alocacdo de recursos publicos em hospitalizacdes no Brasil, sendo a terceira causa de
permanéncia hospitalar prolongada. No periodo entre 1991 e 2000, os custos hospitalares
atribuidos as doencas cardiovasculares aumentaram 176%. Esse aumento nos custos na
area de saude € universal e diversos paises estdo buscando racionalizar os recursos
disponiveis com o risco iminente de que parte da populacdo ndo se beneficie pela falta de
recursos ou distribuicdo e alocacao inadequada (lll Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemia,
2001).

A maioria das doencas cardiovasculares é resultante de complicacbes da
aterosclerose, a qual é caracterizada, essencialmente, pelo desenvolvimento de uma leséo
na parede arterial. A aterosclerose desenvolve-se lentamente iniciando-se nos primeiros
anos de vida e, podendo culminar, posteriormente, em graves complica¢gdes clinicas, como
ulceracdes e rupturas, que podem evoluir para oclusdes agudas tromboticas, contribuindo

com alta morbidade e mortalidade. Embora o processo aterosclerotico seja caracteristico da

17



Introducao

camada intima das grandes e meédias artérias, inUmeras alteracbes ocorrem também na
microcirculagdo, primariamente decorrentes de alteragbes na funcdo endotelial (Witzum e
Steinberg, 1991; Shimokawa, 1999).

Um importante evento que inicia o processo aterosclerotico é o transporte de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), através do endotélio, para dentro da parede arterial.
Uma vez presente na camada intima da artéria, a LDL podera ser oxidada e, posteriormente,
captada por macrofagos, formando as foam cells (células espumosas), que sdo as unidades
formadoras da aterosclerose (Mandamanchi et al., 2005). A hipdtese oxidativa da
aterosclerose tem, cada vez mais, contribuido para o estudo de substancias com atividade
antioxidante, as quais poderiam agir na prevencéo do estresse oxidativo, reduzindo assim a
oxidagdo da LDL e, consequentemente, inibindo o desenvolvimento da aterosclerose
(Fuhrman et al., 2005.)

Os flavondides sdo compostos naturais amplamente encontrados em frutas e vegetais.
Por possuirem uma atividade antioxidante pronunciada sobre a LDL e conseqliente acdo
inibidora sobre a formacdo da placa ateromatosa, estas substancias apresentam o perfil
adequado para a terapia da doenca aterosclerdtica. Atualmente, os flavondides aparecem
como excelentes candidatos em pesquisa, uma vez que sdo capazes de atenuar o estresse
oxidativo em doencas como o cancer, diabetes mellitus, doencas neurodegenerativas,
aterosclerose, entre outras (Schramm e German, 1998; Harborne e Willians, 2000; Middleton
et al., 2000).

A diocleina € um flavonoide extraido da planta Dioclea grandiflora, tipica do nordeste
brasileiro, popularmente conhecida como mucund e olho de boi. A diocleina é bastante
difundida na medicina popular, uma vez que a infusdo das raizes da planta € utilizada para o
tratamento de patologias renais e desordens da prOstata e suas sementes sdo consumidas
na dieta humana em regifes de caatinga brasileira. Dessa forma, parece especialmente util o
estudo deste flavondide com o intuito de avaliar suas propriedades, principalmente no que

diz respeito a capacidade antioxidante e no desenvolvimento da aterosclerose.
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Revisao da Literatura

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Metabolismo de lipideos e lipoproteinas plasmaticas:

As espécies moleculares de lipideos presentes no plasma, mais importantes do ponto
de vista fisiolégico e clinico, sdo os acidos graxos, os triglicerideos, os fosfolipideos e o
colesterol. Os acidos graxos podem ser saturados, mono ou poliinsaturados, os triglicerideos
sao as formas de armazenamento energético mais importante no organismo, os fosfolipideos
tém, entre outras funcdes, formar a bicamada lipidica que € a estrutura basica das
membranas celulares e o colesterol € precursor dos hormdnios esterdides, dos acidos
biliares e da vitamina D, além de ter importantes funcées nas membranas celulares,
influenciando a sua fluidez e o estado de ativacdo de enzimas ligadas a membranas.

As lipoproteinas plasmaticas sdo moléculas formadas de lipideos (principalmente
fosfolipideos, colesterol livre, ésteres de colesterol e triglicerideos) e proteinas especificas
denominadas de apolipoproteinas. Estas particulas estdo em constante estado de sintese,
degradacdo e remocédo no plasma, tendo uma grande importancia biolégica, ndo somente no
transporte de lipideos, mas também no envolvimento em processos diversos como reacdes
imunes, coagulacdo sanguinea e reparo de tecidos (Ross, 1995).

De acordo com sua origem, composi¢cdo, densidade e tamanho, as lipoproteinas
podem ser classificadas em: quilomicrons (QM), lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipoproteinas de densidade intermediaria
(IDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL) (Rader e Wilson, 1995).

Outra lipoproteina muito estudada que ndo se encaixa na classificagdo acima é a
lipoproteina (a). Esta lipoproteina é uma particula semelhante a LDL que contém uma
glicoproteina adicional, denominada apolipoproteina (a), acoplada a apoB através de
ligacdes dissulfeto. Aparentemente, a lipoproteina (a) ndo tem nenhuma funcéo no transporte
de lipideos e sua auséncia ndo acarreta transtornos metabdlicos. Entretanto, a presenca da
glicoproteina adicional confere a lipoproteina (a) propriedades pro-aterogéncias,
representando assim um fator de risco independente para a aterosclerose (Klausen et al.,

1997). A tabela 1 mostra algumas caracteristicas das lipoproteinas plasmaticas, como
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origem, densidade, tamanho, concentracdes de colesterol e triglicerideos, bem como as

principais apolipoproteinas.

Tabela 1: Caracteristicas das lipoproteinas plasmaéticas.

Concentracdo Concentracao
Plasmética de Plasmaética de

Lipoproteina Origem Densidade Tamanho Colesterol Triglicerideos  Apolipoproteinas
(g/ml) (nm) (mmol/L)? (mmol/L)"
Quilomicron Intestino >0,95 100 - 0,0 0,0 B-48
1000
VLDL Figado >1,006 40 - 50 0,1-0,4 0,2-1,2 B-100
IDL VLDL 1,006 - 25-30 0,1-0,3 0,1-0,3 B-100, E
1,019
LDL IDL 1,019 - 20-25 15-35 02-04 B-100
1,063
HDL Tecidos 1,063 - 6 -10 09-1,6 0,1-0,2 A-l
1,210
Lp (a) Figado 1,051 - 25 B-100, (a)
1,082

a = para ml/dL, multiplicar por 38,6, b = para ml/dL, multiplicar por 88,5
Fonte: Genest, 2003.

No metabolismo das lipoproteinas, mostrado na figura 1, os lipideos provenientes da
dieta, ap06s sofrerem o0s processos de digestdo e absorcdo, sdo transportados pelos
quilomicrons, os quais sdo formados na mucosa intestinal e contém apoB-48, apoE e apoC-ll
como principais apolipoproteinas. Uma vez sintetizados, os QM sdo lancados na linfa
intestinal atingindo a circulacdo sistémica através do ducto toracico, sofrendo a acdo da
enzima lipase lipoprotéica (LPL) que se encontra aderida a membrana basal das células
endoteliais dos capilares sanguineos. Esta enzima é ativada pela presenca da apoC-Il nas
particulas de QM e hidrolisa os triglicerideos liberando acidos graxos livres, que podem ser
utilizados como fonte de energia para as células ou para nova sintese de triglicerideos no
tecido adiposo. Apdés sofrerem a acdo da LPL, os quilomicrons resultantes, entdo chamados
de remanescentes, sdo removidos da circulacéo pelo figado por um processo que envolve a
ligagéo da apoE com o seu receptor hepatico (Alvarez-Leite e Peluzio, 2003; Rader e Wilson,
1995; Scartezini et al., 1997).

O figado “re-empacota” os lipideos e os secreta diretamente no sangue na forma de
VLDL, lipoproteinas ricas em triglicerideos e cuja funcédo é transportar este lipideo aos
tecidos periféricos. As VLDLs séo liberadas pelo figado como particulas nascentes contendo
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apoB-100 como principal apolipoproteina, e da mesma forma que acontece com 0s
quilomicrons, estas lipoproteinas sofrem a agdo da enzima LPL, que hidrolisa os
triglicerideos originando um remanescente mais denso, a IDL. Esta contém quantidades
iguais de triglicerideos e colesterol e possui na sua superficie apoB-100 e apoE como
principais apolipoproteinas. A IDL, uma vez formada, segue dois destinos: é captada da
circulacdo pelo figado, através da ligacdo das apolipoproteinas com receptores hepaticos ou
pode ser processada pela lipase hepatica transformando-se em LDL (Alvarez-Leite e Peluzio,
2003; Rader e Wilson, 1995). A LDL tem como principal funcéo transportar o colesterol do
figado para os tecidos extra-hepaticos, cujas membranas apresentam os receptores B/E que
reconhecem a apoB-100 presente na superficie da LDL. Além disso, quantidades
significativas de LDL podem ser removidas da circulagéo pelo figado, também pela interacao
do receptor B/E com apoB-100. Quando a demanda de colesterol pelas células é alta, os
receptores B/E séo ativados para aumentar a captacdo da LDL. Inversamente, quando a
célula esta repleta de colesterol, 0 mecanismo de regulacdo negativa do receptor protege-a
contra os efeitos deletérios da acumulacao deste lipideo (Cobbe e Shepherd, 1993).

N&o existe uma via de catabolismo de colesterol, sendo este eliminado pelo figado
como sais biliares que sdo secretados pela bile. O “transporte reverso de colesterol” consiste
na remoc¢ao do excesso de colesterol livre dos tecidos periféricos e subseqliente depdsito no
figado para secrecdo. Este processo € mediado pela HDL que contém na sua superficie
apoA-l e apoA-ll como principais apolipoproteinas. O colesterol livre, em contato com HDL
nascente, € substrato para a enzima plasmatica lecitina:colesterol aciltransferase (LCAT),
resultando na formacéo de ésteres de colesterol e aumento do tamanho da particula de HDL.
Os eésteres de colesterol podem ser transferidos para as lipoproteinas que contém apoB,
como a LDL, pela proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP) e em seguida
retornar para o figado via receptor de LDL. A HDL ainda pode liberar colesterol diretamente
para o figado (Alvarez-Leite e Peluzio, 2003; Rader e Wilson, 1995).

A aterosclerose é caracterizada, essencialmente, pelo desenvolvimento de uma leséo
na parede arterial, a qual € proveniente do acumulo de lipideos oxidados na camada intima
da artéria. Dessa forma, dependendo da composicdo e das propriedades fisiologicas
desempenhadas pelas lipoproteinas, elas podem ser classificadas em aterogénica ou anti-
aterogénica. Além do papel protetor que a HDL exerce sobre o “transporte reverso de
colesterol”, esta lipoproteina atua também como antioxidante, contribuindo ainda mais para

sua propriedade anti-aterogénica. J4 a LDL € considerada uma lipoproteina aterogénica, uma
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vez que funciona como fonte de colesterol para os tecidos periféricos. O sistema de liberacéo
do colesterol pela LDL é controlado de forma a satisfazer as necessidades celulares, porém
falhas nesta regulagdo podem contribuir para aumentar os niveis plasmaticos de LDL e

assim, contribuir para o desenvolvimento da aterosclerose.

Apo E — Apo Cl
— Gordura
Lipase Dietética
Lipoprotéica
Quilomicron
Remanescents Quilomicrons
INTESTINO
Acidos Biliares @ Colesterol
tigado o Apo A- CELULA EXTRA.HEPATICA

DL “apo A .
- Receptor '-.
1y ‘“ I.Dl.\ '
N - L
—1
Lipase
Hepitica A j 3
> ‘f:
, ?’{k
Apo B-100 T~Apo E
IDL LDL

(VLDL Remarascerte )

Figura 1: Metabolismo de lipoproteinas.

Os lipideos da dieta s&do absorvidos pelo intestino e transportados pelos QMs que contém apoB-48. A lipase
lipoprotéica (LPL), ativada pela apoC-II hidrolisa os QMs gerando particulas remanescentes que séo captadas
pelo figado através da ligacdo da apoE com seu receptor hepatico. O figado secreta os lipideos na forma de
VLDL que contém apoB-100. A VLDL também é hidrolisada pela LPL com formacdo de IDL, a qual pode ser
captada pelo figado ou transformada em LDL pela acao da lipase hepética. O figado e os tecidos periféricos
removem a LDL da circulagdo pela interacdo da apoB-100 com seu receptor. A HDL age na remoc¢éo do
excesso de colesterol das células periféricas para o figado para a excrecdo na bile. O metabolismo das
lipoproteinas estd mostrado por linhas sélidas e o transporte de colesterol, quando ndo contido nas
lipoproteinas, esta indicado por linhas pontilhadas. VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade; IDL:
lipoproteina de densidade intermediaria; LDL: lipoproteina de baixa densidade; HDL: lipoproteina de alta
densidade; LCAT: lecitina: colesterol acil:transferase; CETP: proteina de transferéncia de éster de colesterol;
Apo B-100, Apo B-48, Apo E, Apo C-II, Apo A-l e Apo A-ll: apolipoproteinas B-100, B-48, E, C-ll, A-le A-ll,
respectivamente.

Fonte: (Rader e Wilson, 1995).

22



Revisao da Literatura

2.2 - Aterosclerose:

A aterosclerose pode ser definida como um processo inflamatério crbénico e
degenerativo que acomete as grandes e médias artérias, sendo caracterizada pelo acumulo,
no espaco subendotelial da intima, de lipideos, células inflamatérias e elementos fibrosos. A
aterosclerose pode se desenvolver em qualquer artéria, porém 0s vasos sanguineos mais
comumente afetados e de relevancia clinica incluem a aorta e as artérias coronarias,
cardtidas e cerebrais (Lusis, 2000).

Diversos estudos epidemioldgicos desenvolvidos ao longo dos anos passados
revelaram uma importante associacdo entre os varios fatores genéticos e ambientais e a
aterosclerose. Os principais fatores de riscos para aterosclerose estdo descritos na tabela 2,
0S quais podem ser agrupados, em ndo modificaveis, modificaveis pelo estilo de vida,

modificaveis pela acao de drogas e fatores de risco ndo-tradicionais (Scott J., 2004).

Tabela 2 - Fatores de risco para aterosclerose e seus respectivos processos
patogénicos.

FATORES DE RISCO PARA ATEROSCLEROSE
Fatores de risco Processo patogénico
Ndo modificaveis
Idade
Etnia
Género
Genética
Modificaveis pelo estilo de vida
Alto consumo de gordura saturada e colesterol | Aumento sérico de colesterol

Baixo consumo de frutas, vegetais e fibras Estresse Oxidativo

Obesidade Sindrome metabdlica

Cigarro Estresse Oxidativo

Sedentarismo Baixa perfuséo / Alteracdes no perfil lipidico
Modificaveis pelo uso de drogas

Dislipidemia Estresse Oxidativo

Hipertenséo Estresse Oxidativo / Vasoconstricdo
N&o tradicionais

Lipoproteina (a) Trombogénese

Homocisteina Estresse Oxidativo

Infecgbes Inflamacé&o

Lupus Eritematoso Sistémico Inflamacéao
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2.2.1 - Patogénese da Aterosclerose:

O processo aterosclerético localiza-se em pontos especificos da arvore vascular, ou
seja, de acordo com diferencas na dinamica do fluxo sanguineo ha regides de preferéncia
para a formacdo das lesdes ateroscleréticas. A forca de cisalhamento (shear stress) é
definida como a for¢ca por unidade de area que age no endotélio como resultado do fluxo
sanguineo e tem um papel importante no desenvolvimento da disfuncdo endotelial e da
aterosclerose. As regides que apresentam shear stress reduzido, como as curvaturas das
artérias coronarias, e as regidées que apresentam shear stress oscilatério e turbulento, como
nas areas de ramificacdes, apresentam um aumento no desenvolvimento da aterosclerose
(Cheng et al., 2006). As células endoteliais situadas em regides tubulares, onde o fluxo
sanguineo permanece uniforme e laminar, apresentam formas elipticas e alinhadas na
direcé@o do fluxo, ja as células situadas em regides de bifurcagéo e curvatura, onde o fluxo é
turbulento, apresentam formas poligonais e sem orientagdo, contribuindo para um aumento
na permeabilidade a LDL, tornando-se, assim, locais de preferéncia para a formacdo das
lesBes aterosclerdtica (Lusis, 2000). Apesar das caracteristicas hemodinamicas terem um
papel importante na localizacédo das lesdes, elas por si s6 ndo séo suficientes para a génese
da aterosclerose (Vanderlaan et al., 2004).

As grandes e médias artérias que constituem a arvore vascular sdo formadas por trés
camadas morfologicamente distintas, as quais podem ser definidas como:

1) Camada Intima: Camada mais interna, constituida principalmente por proteoglicanos e
colageno. Apresenta no lado luminal uma monocamada de células endoteliais (ECs) e no
lado periférico liga-se a lamina interna elastica.

2) Camada Média: Camada intermediaria, sendo constituida basicamente por células
musculares lisas (SMCs).

3) Camada Adventicia: Camada mais externa, formada por tecido conjuntivo e vasos
sanguineos responsaveis pela nutricdo das demais camadas (Lusis, 2000).

O evento inicial da aterosclerose € o acumulo de particulas de LDL na matriz
subendotelial da camada intima das artérias. Este acUmulo serd maior quando os niveis de
LDL circulante estiverem aumentados, e tanto o seu transporte através do endotélio como a
sua retencdo na intima, sera mais eficiente nos locais de maior suscetibilidade para formacao

da leséo (Lusis, 2000). Em contraste aos efeitos adversos de uma elevagcdo de LDL, a
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concentracdo de HDL correlaciona-se inversamente com o0 desenvolvimento com o
desenvolvimento da aterosclerose (Barter, 2005).

A LDL presente na corrente sanguinea difunde-se passivamente por diapedese
atraveés das células endoteliais e sua retencéo na parede do vaso parece envolver interacdes
entre a apoB, que faz parte da sua constituicdo, e 0os proteoglicanos que estao presentes na
camada intima das artérias. Uma vez retida no espaco subendotelial, a LDL poderd ser
quimicamente modificada contribuindo, assim, para o processo inflamatério. A modificacao
guimica mais significante para o inicio da formacéo da leséo € a oxidacdo, com consequente
formacdo da LDL oxidada (ox-LDL). A modificacdo oxidativa das particulas de LDL é
resultado da agéo de radicais livres e de certas enzimas, tais como mieloperoxidade, xantina
oxidase, NADPH-oxidase, fosfolipases e outras lipases (Lusis, 2000). O estudo das
propriedades especificas da LDL oxidada depende da extensdo da sua modificacdo, a qual
pode variar de uma modificacdo minima (mmLDL), em que as particulas de LDL ainda s&o
reconhecidas pelos receptores celulares de LDL, até uma oxidacdo extensa, na qual a apoB
é fragmentada, e ao invés destas particulas serem reconhecidas pelos receptores de LDL,
serdo identificadas pelos receptores scavenger expressos pelos macréfagos (Glass et al.,
2001).

A ox-LDL estimula a camada de células endoteliais a produzir moléculas de adesao
celular como VCAM-1 (molécula-1 de adesdo da célula vascular), ICAM-1 (molécula-1 de
adesao intercelular), fatores de crescimento, tal como M-CSF (fator estimulador de col6nia de
macrofago) e proteinas quimiotaticas, como MCP-1 (proteina-1 quimiotatica para mondcitos),
resultando na adesdo e no recrutamento de mondcitos e linfcitos circulantes para dentro da
parede arterial (Lusis, 2000). Gu et al. (1998) e Boring et al. (1998), mostraram que
camundongos deficientes em MCP-1 ou no seu receptor CCR2, o qual é expresso em
mondcitos, tiveram uma reducdo significativa nas lesdes ateroscleroticas, sugerindo que a
interacdo MCP-1 / CCR2 tem um papel fundamental no recrutamento de mondcitos. Além da
ox-LDL ser importante no trafego de mondocitos e linfécitos, ela pode ainda desempenhar
outros efeitos, tais como a inibicdo da producao de NO® (6xido nitrico), um mediador quimico
como multiplas propriedades anti-aterogénicas, incluindo relaxamento dos vasos sanguineos
(Lusis, 2000).

O primeiro passo para a adesdo na superficie endotelial de mondcitos e linfocitos é o
rolamento dessas células, mediado por selectinas (P-selectina e E-selectina), com posterior

recrutamento para a parede do vaso. Uma vez residentes na intima arterial, os mondcitos
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adquirem as caracteristicas morfolégicas dos macrofagos, os quais captam as particulas de
ox-LDL através de um grupo de receptores scavenger (SR-A e CD36), com consequente
formacéo das foam cells (células espumosas). As foam cells apresentam como caracteristica
principal o acumulo de lipideos no seu interior e sdo as unidades formadoras da placa de
ateroma, caracterizando assim as les@es iniciais do processo aterosclerotico.

Os macrofagos secretam varias citocinas, tais como TNF-a (fator-alfa de necrose
tumoral) e IL-1 (interleucina-1) que também estimulam a expresséo, pelas células endoteliais,
das moléculas de adesdo, favorecendo ainda mais o recrutamento dos mondcitos e a
producdo ainda maior de foam cells. As citocinas como TNF-a e IFN-y (interferon-gama),
ainda sdo responsaveis por estimularem a expressao dos receptores scavenger presentes na
superficie dos macroéfagos (Barter, 2005; Lusis, 2000).

Uma vez que o conteudo de colesterol internalizado pelos macréfagos nédo é
controlado por feedback negativo, ocorre o acimulo de células espumosas na camada intima
das artérias, o qual é denominado de estrias gordurosas. Em humanos, as estrias
gordurosas sdo observadas ja nas primeiras décadas de vida, porém ndo apresentam
importancia clinica significativa, mas sdo precursoras para a formacdo das lesdes
ateroscleroticas mais avangadas, conhecidas como placas fibrosas (Lusis, 2000).

A transicdo de estrias gordurosas relativamente simples até lesdes ateroscleroticas
mais complexas, é caracterizada pela apoptose das células espumosas e das SMCs,
expondo o conteudo rico em lipideos, principalmente colesterol e seus ésteres, sendo este
“centro necrético” delimitado por uma capa fibrosa. Esta capa fibrosa é formada por matriz
extracelular derivada das SMCs, as quais na presenca de citocinas e fatores de crescimento
secretados a partir da interacdo entre macréfagos e linfocitos T, migram a partir da camada
média, proliferam e produzem matriz extracelular. As lesdes fibrosas podem tornar-se
altamente avancadas e complexas, com a presenca de calcificacdo, erosado ou ulceragéo e
hemorragia (Lusis, 2000). Nas figuras 2 e 3 é possivel visualizar o desenvolvimento das
estrias gordurosas e a evolugdo para lesdes ateroscleréticas mais avancadas,

respectivamente.
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Figura 2. Desenvolvimento de estria gordurosa

A LDL é oxidada na intima formando ox-LDL. As células endoteliais expressam moléculas de adeséo, devido ao
estimulo da ox-LDL e de citocinas inflamatérias. Os mondécitos sao recrutados para intima e se diferenciam em
macréfagos, que captam a ox-LDL via receptores scavenger, levando a formacgéo das células espumosas. O
colesterol presente na ox-LDL € sujeito a esterificagdo e € estocado em granulos no interior dos macréfagos ou

exportado a HDL extracelular, via transportadores, tais como ABC-ALl.
Fonte: (Glass et al., 2001).
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Figura 3: Progressédo da lesao aterosclerotica.

A interacdo entre macréfagos e linfécitos T (Thl e Th2) é responséavel pela secrecéo de citocinas que exercem
efeitos pré e anti-aterogénicos. As SMCs migram da camada média, proliferam e produzem matriz extracelular

que formam a capa fibrosa.
Fonte: (Glass et al., 2001).
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Embora as lesbes ateroscleréticas avancadas possam tornar suficientemente grandes
até o ponto de bloguear o fluxo sanguineo, a complicacdo clinica mais significante € o
rompimento da capa fibrosa que recobre a lesdo, com consequente formagéo de trombos ou
coagulos, os quais poderdo obstruir vasos de menor calibre resultando, por exemplo, em
infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral ou acometimento dos membros
inferiores. A ruptura da placa é uma complicacdo importante da aterosclerose e ocorre,
principalmente, em les6es com presenca de capa fibrosa fina, permitindo a exposicédo do seu
conteudo lipidico e do fator tecidual aos componentes do fluxo sanguineo, promovendo entdo
a cascata de coagulacéo, agregacao plaquetaria e trombose (Lusis, 2000).

O fator tecidual (FT) € uma glicoproteina transmembrana que inicia o processo de
coagulacao sanguinea, sendo um determinante critico na formac¢éo do trombo. Em condi¢des
normais, as células endoteliais ndo expressam ou expressam quantidades mininas de FT,
entretanto em situacgdes que ocorrem ativacdo ou disfuncéo endotelial a expresséao do fator
tecidual é aumentada significativamente, sendo associada com o desenvolvimento da
aterosclerose (Yang, 2000). As MMPs (metaloproteinases de matriz) secretadas por
macrofagos sao detectadas nas regibes de rompimento das lesbes e influenciam a
estabilidade da placa, uma vez que promovem a degradacdo das proteinas presentes na
matriz extracelular, contribuindo para o afinamento da capa fibrosa (Glass et al., 2001).

Nas figuras 4 e 5 é possivel visualizar a composicdo celular da placa aterosclerética,

bem como sua ativacgao, ruptura e formacao do trombo.
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Figura 4: Composicao celular da placa aterosclerética.
Fonte: (Hansson e Libby, 2006).
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Figura 5: Ativacéo da placa, ruptura e trombose.
Fonte: (Hansson e Libby, 2006).
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2.3 - Aterosclerose em modelos murinos:

Devido as grandes dificuldades em estudar os mecanismos patogénicos da
aterosclerose em humanos, torna-se fundamental a presenca de um modelo experimental
bem caracterizado para tal patologia. Os camundongos selvagens sao altamente resistentes
ao desenvolvimento de aterosclerose. Em resposta a uma dieta com baixos niveis de
lipideos e colesterol, estes camundongos apresentam baixos niveis plasméaticos de colesterol
em VLDL e LDL e a maioria do colesterol esta na fracdo de HDL, explicando entdo a
resisténcia desses animais ao desenvolvimento da aterosclerose. A HDL nos camundongos
€ responsavel pelo transporte de mais de 85% do colesterol plasmatico, enquanto que em
humanos a principal lipoproteina transportadora de colesterol € a LDL (65-85%) (Hofker et
al., 1998; Breslow, 1996; Plump, et al.,1992). Apesar destas diferencas, os camundongos
possuem, com poucas excecdes, 0 mesmo conjunto de genes que controlam o metabolismo
de lipoproteinas em seres humanos, e diante de facilidades como, rapida reproducéao,
conhecimento amplo da sua genética, formacdo relativamente rapida das lesbes
ateroscleroticas e pequeno tamanho dos animais, os camundongos emergiram, ao longo das
décadas, como os melhores modelos experimentais para o estudo da aterosclerose
(Vanderlaan et al., 2004; Hofker et al., 1998).

Os camundongos modificados geneticamente sdo gerados por modulacdo génica,
onde ocorre a delecdo de um alelo especifico responséavel por codificar uma proteina com
alto grau de especificidade. Esses animais sdo comumente referidos pelo termo coloquial de
Knockout, sendo simbolizados por -/-. Os camundongos mais utilizados para o estudo da
aterosclerose sdo gerados pela modulacdo genética da apoE (apolipoproteina E) e do LDLR

(receptor para LDL), ambos fundamentais para o metabolismo lipidico (Daugherty, 2002).

2.3.1. Camundongos LDLR™:

A deficiéncia dos receptores para a LDL em humanos leva a hipercolesterolemia
familiar homozigotica, onde os niveis de LDL no plasma se aproximam de 1000 mg/dL,
podendo causar um quadro de Infarto Agudo do Miocéardio durante a segunda década de

vida (Fazio e Linton, 2001). JA em camundongos a deficiéncia para o receptor de LDL,
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provoca apenas uma modesta hipercolesterolemia, com aumento dos niveis séricos das
lipoproteinas aterogénicas LDL e IDL, ndo ocorrendo o desenvolvimento de lesbes
ateroscleroticas quando alimentados com dieta comercial Entretanto, quando o0s
camundongos LDLR™ sdo alimentados com uma dieta aterogénica, com alto contetido de
gordura saturada e colesterol, ocorre grande susceptibilidade a formacao de lesbes, as quais
apresentam morfologia simples, consistindo predominantemente por macréfagos repletos de
lipideos. Algumas das caracteristicas das lesdes avangadas, como calcificagdo e nucleo
necrotico, sdo vistas somente se esses camundongos forem alimentados com dieta

aterogénica por um longo periodo (Daugherty, 2002).

2.3.2. Camundongos apoE

A apoE é uma glicoproteina rica em arginina com peso molecular de 34 kdaltons,
sintetizada principalmente no figado e cérebro. Por ser um constituinte da superficie de
lipoproteinas, principalmente VLDL, HDL e quilomicrons, a apoE desempenha um papel
funcional no clearence das lipoproteinas plasmaticas (Davignon et al., 1999).

A apoE também pode ser sintetizada por mondcitos e macréfagos nos vasos
sanguineos, apresentando efeitos locais na homeostase do colesterol e nas reacdes
inflamatérias que ocorrem nos vasos ateroscleréticos, devido ao seu papel na
imunomodulacgéo, que afeta a secrecdo de varias citocinas (Meir et al., 2004). Além disso, a
apoE inibe a agregacao plaquetaria, exerce efeitos antiproliferativos, contribui para o efluxo
de colesterol das células nas lesGes aterosclerdticas e possui propriedades antioxidantes
(Davignon et al., 1999). Em camundongos deficientes no gene que codifica a apolipoproteina
E, ocorre o desenvolvimento prematuro e espontaneo de graves lesdes ateroscleroticas.
Quando esses animais sao alimentados com dieta comercial normocolesterolémica o0s niveis
de colesterol total sdo maiores do que 500 mg/dL, constituindo principalmente de VLDL e
fracbes de quilomicrons remanescentes, e na presenca de dieta ocidental
hipercolesterolémica, essas fracdes sdo quadruplicadas. As lesfes encontradas nesse
modelo animal experimental apresentam um carater bastante similar com as observadas em
seres humanos. Com o uso de dieta comercial, a presenca de células espumosas é vista
com aproximadamente 10 semanas de idade, lesdes intermediarias, contendo células

espumosas e células musculares lisas, sdo observadas com 15 semanas e placas fibrosas
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aparecem nos animais com 20 semanas de idade. O uso de dieta ocidental
hipercolesterolémica, promove a aceleracdo do processo aterosclerdtico nos camundongos
(Meir et al., 2004).

2.4 - Endotélio vascular e aterosclerose:

Em condi¢des fisiologicas, o endotélio contribui de forma significativa para a
homeostase vascular, provocando alteracGes funcionais adaptativas através da liberacédo de
varias substancias com atividades pré e anticoagulantes, capazes de promover a adeséo
celular e com funcdes vasoativas (Bahia et al., 2004). Sendo assim, acredita-se que o
prejuizo na funcdo endotelial € a manifestacéo inicial do processo aterogénico (Anderson et
al., 1995; Berliner et al., 1995; Cascieri, 2002). Fatores relaxantes sintetizados e liberados
pelo endotélio incluem o éxido nitrico (NO’), o fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF) e as prostaciclinas (PGI2) (Rabelo et al., 2003).

O NO/’, inicialmente descrito por Furchgott e Zawadzki em 1980, é sintetizado pelas
células endoteliais a partir do aminoacido L-arginina em um processo catalisado pela 6xido
nitrico sintase (NOs). Ja foram identificadas trés isoformas distintas para NOs: NOs neuronal
(nNOs ou tipo 1), NOs indutivel (iNOs ou tipo 1) e NOs endotelial (eNOs ou tipo IIl) (Bahia et
al., 2004). Além de sua acdo vasodilatadora, o NO’ inibe a adesdo plaquetaria, impede a
proliferacdo das SMCs, limita o recrutamento vascular de leucécitos e inibe a producédo do
fator tecidual que € determinante critico na geracéo do trombo (Bahia et al., 2004).

A disfuncdo endotelial, caracterizada por diminuicdo da atividade biolégica do NO°, é
uma etapa critica da aterogénese e, sua avaliacdo € um marcador precoce do risco para
aterosclerose. Varios fatores de risco associados com aterosclerose, tais como
hiperlipidemia, diabetes, hipertensdo arterial e tabagismo, estdo relacionados com a
disfungéo endotelial (Kawashima e Yokoyama, 2004).

Radicais livres como os anions superéxidos (O,") sao produzidos durante a respiracao
celular e por uma variedade de enzimas, incluindo xantina oxidase, ciclooxigenase e NADPH
oxidase, enzima gue se encontra ligada a membrana das células, sendo a principal fonte de
geracdo dos radicais superoxidos (Madamanchi, Vendrov e Runge, 2005). Em certas
condicbes fisioldgicas, por exemplo, na presenca de substancias em concentracdes
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reduzidas como a tetrahidrobiopterina (BH4), a enzima eNOs fica disfuncional e inicia a
producdo de anions superdxido ao invés de NO'. A interagdo entre O,” e NO’ leva a
formacdo de espécies reativas, tais como peroxinitrito (ONOQO™), um potente oxidante capaz
de oxidar rapidamente moléculas de BH4, transformando-as em sua forma inativa (BH2), e
contribuindo ainda mais para o mau funcionamento da eNOs (Kawashima e Yokoyama,
2004). O peroxinitrito também tem a capacidade de oxidar particulas de LDL, causar

disfuncéo endotelial e nitrificar os residuos de tirosina de proteinas (Bahia et al., 2004).

2.5 - Radicais livres e sistema antioxidante na aterosclerose:

Radical livre é qualguer espécie que possui um ou mais elétrons nao-pareados em sua
tltima camada eletrbnica, tornando a espécie altamente reativa. Os elétrons tendem a
ocorrer em pares e em rotacdo antiparalela, situacdo esta energeticamente favoravel. O
corpo humano produz naturalmente radicais livres durante seu metabolismo normal, como
subprodutos da respiracdo e da sintese de moléculas mais complexas. Por exemplo, em
torno de 85 a 90% do oxigénio que respiramos sao utilizados pela mitocondria, e o restante,
por diversas enzimas, com formacao de espécies altamente reativas (Araudjo, 2001).

O oxigénio € uma molécula abundante em sistemas biologicos, sendo considerado um
radical livre, pois apresenta dois elétrons ndo-pareados situados em orbitais diferentes e em
rotacdo paralela (Madamanchi, Vendrov e Runge, 2005). Essencial ao processo de geracao
de energia, o oxigénio esta presente na atmosfera em sua forma mais estavel, sendo
denominado oxigénio triplete (*0,). Depois de inalado o oxigénio é gradualmente reduzido
até gue finalmente se transforme em agua. Durante este processo, mostrado na figura 6,
pequenas quantidades de intermediarios reativos sdo formadas, tais como radical superoxido
(O2"), radical hidroxil (OH") e peroxido de hidrogénio (H.O,).

30— 0" ——> H,0,———> OH'—— H,0

Figura 6: Formacdao simplificada de espécies reativas a partir do oxigénio triplete.
Fonte: (Aradjo, 2001)
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Especificamente, as espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo um termo coletivo, que
inclui tanto radicais de oxigénio, de nitrogénio, quanto certos nao-radicais, 0s quais Sao
agentes oxidantes e facilmente convertidos em radicais. Exemplos de ROS sao: HOCI, O,",
OH", ONOQ', H,0,. Ja as espécies reativas de nitrogénio (RNS) designam um termo coletivo
gue inclui o 6xido nitrico (NO°) e os radicais de di6xido de nitrogénio, assim como os nao-
radicais, acido nitroso (HNO;) e éxido nitroso (N2O3), entre outros. O peroxinitrito (ONOO") &,
freqientemente, incluido em ambas as categorias (Halliwell, 1996).

As células possuem mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos responsaveis pela
protecdo contra os efeitos tOxicos provocados pelas espécies reativas. Entretanto, sob
diversas condicdes patofisiolégicas a producdo de ROS excede a capacidade protetora do
organismo, resultando em estresse oxidativo, o qual podera danificar membranas celulares,
lipideos, proteinas e DNA (Mandamanchi, Hakim e Runge, 2005). O sistema enzimatico inclui
diversas enzimas, tais como superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa
Peroxidase (GSH-Px), as quais agem conjuntamente para manter as concentragdes de ROS
em niveis aceitaveis (Araudjo, 2001).

A SOD sdo metaloproteinas que catalisam a reducdo do radical O, para H,0,,
através da seguinte reacdo: 2 O, + 2 H" — H,0, + O,. As células de mamifero possuem
SOD tanto na mitocdndria, contendo manganés em seu sitio ativo (SODMn), quanto no
citoplasma, contendo cobre e zinco em seu sitio ativo (SODCuzn) (Fridovich, 1986).

A CAT sdo hemeproteinas presentes nos peroxissomos da maioria das células de
mamifero e contem ferro em seu sitio ativo. Estas enzimas previnem o acimulo de H,0,
dentro das células, catalisando a reacao: 2 H,O, — 2 H,O + O,

A GSH-Px contém selénio em seu sitio ativo e utiliza como substrato H,0, e
hidroperoxidos, catalisando as seguintes reacdes: H,O, + 2 GSH —» GSSG + ROH + H,0

ROOH + 2 GSH —» GSSG + ROH + H,O

Como suporte secundario ao mecanismo enzimatico, a ingestdo de substancias com
propriedades antioxidantes auxilia 0 mecanismo de defesa no controle dos danos causados
pelos radicais livres. Dentre os diversos antioxidantes supridos pela dieta pode-se citar 0 a-

tocoferol, ascorbato, carotendides, glutationa e compostos polifenélicos (Araujo, 2001).
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2.6 - Flavonoides:

Os flavondides sdo compostos naturais polifendlicos de baixo peso molecular que
possuem dois anéis benzeno unidos por uma cadeia linear formada por trés atomos de
carbono. Estes compostos sdo universalmente encontrados em uma grande variedade de
frutas, vegetais e algumas bebidas, incluindo cha e vinho, e por isso, sdo largamente
consumidos na dieta humana (Kim et al., 2006; Hertog et al., 1993).

Na maioria dos paises, o consumo elevado de gorduras saturadas correlaciona-se
fortemente com a mortalidade por doencas cardiovasculares, porém, em algumas regifes da
Franca, este fendmeno ndo é observado. Essa singularidade deu origem ao termo "paradoxo
francés", isto é, a aparente incompatibilidade entre o consumo de uma dieta rica em lipideos
e a baixa incidéncia de doencas cardiovasculares, podendo este fato ser atribuido ao
consumo regular de vinho tinto, que apresenta na sua composi¢cdo compostos fendlicos, em
especial flavondides, os quais inibem as reacdes de oxidacdo da LDL e, conseqiientemente,
possuem acao inibidora sobre a formacédo da placa ateromatosa (Renaud e de Lorgeril,
1992). Alguns estudos vém evidenciando os efeitos benéficos de uma dieta rica em
flavonoides e suportam a idéia de que as propriedades antioxidantes desses compostos
podem reduzir as reacdes de peroxidacdo lipidica e retardar o processo de aterogénese.
Hertog et al. (1993), através de um estudo epidemiologico holandés demonstrou que a
incidéncia de doenca coronariana em homens idosos € inversamente proporcional ao
consumo de flavondides, evidenciando entdo os beneficios de uma dieta rica em flavonoides.

Mais de 4000 flavondides ja foram identificados nas plantas e, baseados na sua
estrutura quimica, eles séo classificados da seguinte maneira: flavondis, flavonas,
isoflavonas, flavanonas, antocianidinas, flavandis (catequinas) e procianidinas (Kris-Etherton
et al., 2004). As diferencas individuais dentro de cada grupo resultam da variagdo em numero
e arranjo dos grupos hidroxila, assim como da natureza e extensdo da alquilacdo e/ou
glicosilacédo desses grupos (Aherne e O’Brien, 2002).

A estrutura quimica dos flavonoides prediz sua atividade sequestradora de radicais
livres, podendo prevenir lesGes causadas pelas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
através de varios mecanismos. Estes compostos agem quelando espécies reativas e

estabilizando-as quimicamente. O mecanismo mais provavel para esta acdo seria a elevada
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reatividade do grupo hidroxila presente na estrutura da maioria dos flavondides (Hanasaki et
al., 1994).

Os flavondides tém ganhado cada vez mais interesse devido ao seu largo espectro de
atividades farmacolégicas e ao seu potencial efeito benéfico para a saude. Alguns efeitos
relacionados a esses polifendis sdo: anti-lipoperoxidante (Terao et al., 1994; Belinky et al.,
1998), anti-tumoral (Deschner et al., 1991; Elangovan et al.,, 1994; Brown, 1980), anti-
agregante plaquetario (Tzeng et al., 1991; Sheu et al., 2004; Swies et al., 1984), anti-
isquémico (Rump et al., 1995), anti-viral (Weber et al., 2003; Paredes et al., 2003; Cheng et
al., 2002; Li et al., 2000), anti-bacteriano (Mabe et al., 1999; Cowan, 1999), anti-alérgico e
anti-inflamatério (Gil et al., 1994; Ferrandiz e Alcaraz, 1991; Middleton e Kandaswami, 1992),
estrogénico (Valachovicova et al., 2004; Kinjo et al., 2004), vasodilatador (Chung et al.,
1993), entre outros. Existem inimeros relatos de flavondides inibindo a atividade de diversas
enzimas, incluindo lipooxigenases, ciclooxigenases, monooxigenases, xantina oxidase,
glutationa redutase, NADH-oxidase, fosfolipases A2 e proteinas cinases (Zhang et al., 1997;
Cotelle et al., 1996; Siess et al., 1995; Gil et al., 1994; Hoult et al., 1994; Elliot et al., 1992;
Cushman et al., 1991; Jinsart et al., 1991; Laughton et al., 1991). Esses efeitos biol6gicos
estdo relacionados as propriedades antioxidantes desses compostos, incluindo a protecéo
contra reacfes de radicais livres induzidas pelo ferro (Middleton et al., 2000; Rice-Evans et
al., 1996). Em contraste aos efeitos benéficos, alguns polifendis demonstraram toxicidade ou
atividade mutagénica in vitro, 0 que pode estar relacionado a uma atividade pré-oxidante do
composto, visto que os compostos polifenélicos podem se comportar como anti ou proé-
oxidantes, dependendo da concentracdo e fonte dos radicais livres (Cao et al., 1997). Os
flavonéides se auto-oxidam em meio aquoso e podem formar radicais OH" altamente reativos
na presenca de metais de transicdo (Ahmad et al., 1992).

Apesar dos efeitos pro-oxidantes descritos in vitro, ndo se sabe qual a relevancia dos
mesmos in vivo. Nos organismos vivos, 0s ions metalicos sdo sequestrados de forma a néao
ser possivel sua reacdo com radicais livres e a quantidade de polifendis presente na dieta
parece ndo ser suficiente para gerar altos niveis de pro-oxidantes e produtos de alquilacdo
(Halliwell, 1996). Sendo assim, os flavondides aparecem como excelentes candidatos em
pesquisa, uma vez que podem atenuar o estresse oxidativo em diversos processos
patolégicos, como o cancer, diabetes mellitus, doencas neurodegenerativas, aterosclerose,

entre outras.
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2.7 - O Flavonoide diocleina:

A diocleina é um flavonodide extraido da Dioclea grandiflora, uma planta que cresce na
costa litorAnea do nordeste brasileiro. E bastante difundida na medicina popular, sendo que a
infusdo de suas raizes é utilizada para o tratamento de calculos renais e desordens da
prostata. As sementes da diocleina sdo consumidas na dieta humana em regides de
Caatinga brasileira (Correa, 1984; Lima, 1989).

Os efeitos j& descritos da diocleina estéo relacionados a capacidade vasodilatadora
desse flavonodide em aorta, pequenas artérias mesentéricas e coronaria de rato (Lemos et al.,
1999; Cortes et al., 2001; Almeida et al., 2002). Em aorta de rato, o principal mecanismo
envolvido na agdo vasodilatora deste flavonéide envolve a participagdo do NO' (Lemos et al.,
1999). Sabe-se que, dentre as varias acdes sobre a funcédo vascular, o NO inibe direta ou
indiretamente a peroxidacdo da LDL, sendo assim um poderoso agente anti-aterogénico.
Além disso, este radical também diminui a estenose decorrente da instalacdo do ateroma
(Libby, 2002). Estes achados associados a diversos relatos na literatura que tratam da agéo
dos flavondides na prevencdo e no tratamento da doenca aterosclerética, corroboraram com
a hipétese de que a diocleina poderia ter efeito protetor sobre os eventos que conduzem ao
proceso aterosclerético (Fuhrman e Aviram, 2001).

Além desses efeitos descritos na literatura, a diocleina também apresentou uma
potente atividade hipotensora em ratos acordados ndo anestesiados (Cértes et al., 2001) e 0
efeito analgésico desse flavondide também ja foi comprovado em experimentos com
camundongos (Batista et al., 1995).

Resultados recentes (Rabelo, 2004) sugerem gue o tratamento crénico com diocleina
por seis semanas (2 mg/kg em intervalos de 12 horas) diminui a disfuncdo endotelial
caracteristica de camundongos knockout para a apolipoproteina E (apoE™). Esses
experimentos resultaram em uma diminuicdo da peroxidagdo dos lipideos plasmaticos,
diminuicdo da quantidade de anticorpos para LDL oxidada, diminui¢cdo dos niveis de MCP-1 /
CCR2 e TNF-a em aorta, diminuicdo do colesterol total circulante e aumento do mRNA para
eNOS em aorta. Em experimentos in vitro, com LDL oxidada, a atividade antioxidante da
diocleina foi observada através da inibicdo da formacéo de dienos conjugados e de espécies

reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). As figuras 7 e 8 ilustram a estrutura quimica da
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diocleina, bem como a planta Dioclea grandiflora de onde este flavonoide € extraido, e sua
semente, conhecida como olho de boi.

Figura 7: Estrutura quimica da diocleina (5, 27, 5/-trihydroxy-6-7-dimethoxyflavanone)
Fonte: (Lemos et al., 1999)

Figura 8: A - Flor da Dioclea grandiflora e B - Semente da Dioclea grandiflora
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3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral:

Avaliar o efeito do tratamento cronico com o flavonodide diocleina no desenvolvimento

da aterosclerose e nas alteracdes no estresse oxidativo em camundongos apoE knockout.

3.2 - Objetivos especificos:

1) Avaliar a evolucdo ponderal dos camundongos apoE knockout tratados ou ndo com o

flavonoide diocleina;

2) Determinar os niveis sanguineos de colesterol total e triglicerideos dos camundongos no
inicio do tratamento (T0), na terceira semana apoés o inicio do tratamento (T3) e no final do
tratamento (T6), por meio da dosagem enzimatica por Kkit;

3) Verificar os niveis hepéaticos de lipideos totais e de colesterol, apds o tratamento cronico

com o flavonoide diocleina;

4) Verificar os niveis de lipideos totais e de colesterol presentes no conteudo cecal dos
camundongos apoE knockout ap0s o tratamento de seis semanas com o flavonoide

diocleina;

5) Avaliar se o tratamento com flavonoide diocleina é eficaz sobre a peroxidagéo lipidica no
tecido hepatico e renal dos camundongos, por meio da mensuracdo de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS) e dosagem de hidroperdxidos, utilizando-se o ensaio da

oxidacao ferrosa do xilenol orange;
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6) Avaliar o efeito da diocleina sobre o desenvolvimento das lesGes ateroscleroticas, nas
vélvulas aodrticas coradas com hematoxilina e eosina, por meio da anélise morfométrica, bem

como nas aortas toracicas e abdominais por meio da coloracdo com Sudan 1V;
7) Verificar pela coloracdo com Tricomico de Gomori alteracfes na quantidade de colageno
das lesdes aterosclerdtica presentes nas valvulas aorticas, ap6s o tratamento com o

flavonoide diocleina;

8) Quantificar o numero de células inflamatoérias presentes nas lesfes ateroscleréticas das

valvulas aodrticas dos camundongos tratados ou ndo com o flavondide diocleina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 - Modelos animais:

Neste estudo foram utilizados camundongos machos apoE knockout com idade de
aproximadamente oito semanas, o0os quais foram adquiridos e mantidos no biotério do
Laboratorio de Bioquimica Nutricional. Os animais receberam dieta comercial (CR1 Nuvital®,
Brasil), tiveram livre acesso a agua e foram mantidos em gaiolas coletivas, em ambiente com
ciclos de luminosidade de 12 horas (7:00 as 19:00 h) e com temperatura variando entre 25 +
2,0°C.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais, protocolo
namero 107/05 (Anexo).

4.2 - Separagao dos animais em grupos:

ApoOs o desmame, os camundongos machos apoE knockout com aproximadamente
oito semanas de idade, foram divididos em dois grupos experimentais de acordo com 0s
niveis iniciais de colesterol sérico e peso corporal:

Grupo Diocleina: Camundongos apoE™ que receberam o flavonéide diocleina.

Grupo Controle: Camundongos apoE” que receberam o veiculo (salina fisiolégica 0,9%).
Para a avaliacdo do crescimento ponderal dos animais durante todo o periodo

experimental, o peso corporal individual e o consumo alimentar foram verificados

semanalmente.
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4.3 - Utilizacao do flavondide diocléina:

O flavonoide diocleina foi gentilmente cedido pela professora Virginia Soares Lemos
(Laboratério de Hipertensdo, Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB, UFMG), para a
realizacdo do tratamento, o qual foi feito de maneira cronica por um periodo de seis
semanas.

Para calcular a dose de diocleina a ser administrada diariamente, utilizou-se o peso
corporal dos camundongos, 0s quais receberam intraperitonealmente (i.p.) uma dose de
2mg/kg duas vezes ao dia, obedecendo a um intervalo de aproximadamente 10 horas. A
diocleina foi cuidadosamente pesada em balanca de precisdo, posteriormente, acrescentou-
se a quantidade pesada o equivalente a uma gota do agente utilizado para fazer a sua
maceracao (cremofor®; Sigma®), e por fim o volume final foi completado com salina
fisiologica 0,9%, de maneira que cada animal recebesse intraperitonealmente o volume de
100 pL por aplicagéo. A solugdo contendo a diocleina foi envolvida em papel aluminio e
armazenada no freezer até o momento do uso, com intuito de evitar a oxidacdo do
flavonoide. Os animais do grupo controle receberam 100 ulL por aplicacdo da solucéo
contendo somente o veiculo, ou seja, salina fisioldgica 0,9% acrescida do agente utilizado
para facilitar a maceracéo (cremofor®; Sigma®) sendo a proporcéo do cremofor® menor que

0,01% em relacéo ao volume final.

4.4 - Amostras de sangue e sacrificio dos camundongos:

Apés um jejum de 8 a 10 horas, amostras de sangue de cada camundongo foram
coletadas através da artéria caudal em tubos de plasticos previamente heparinizados. Esse
procedimento foi realizado no inicio do experimento (tempo zero / TO) e ap0s trés semanas
de experimento (tempo trés / T3). O plasma foi separado por centrifugacdo a 6000 rpm
durante 5 minutos, em centrifuga de mesa (Fanem Centrimicro 243) e em seguida foi

realizada a dosagem de colesterol total e triglicerideos.
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Ao final do experimento (tempo seis / T6), apds 0 mesmo periodo de jejum, 0s animais
foram anestesiados intraperitonealmente com uma solucéo feita de ketamina (130 mg/kg) e
xilazina (0,3 mg/kg). O anestésico foi injetado na dose de 3 a 4uL/g de peso corporal e apos
a certificacdo de que os animais estavam anestesiados, o0 sangue foi retirado pela aorta
abdominal e, posteriormente, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. O
sangue foi coletado com a ajuda de pipetas Pasteur, transferido para eppendorfs sem
anticoagulante, e o soro foi separado por centrifugacdo a 6000 rpm por 5 minutos, em
centrifuga de mesa (Fanem Centrimicro 243), armazenado & -70 °C, ap6s ser borrifado com
nitrogénico gasoso, para posteriores dosagens de colesterol total e triglicerideos.

Além das amostras de sangue, foram retiradas apés o sacrificio dos animais, a aorta,
o coracdo, o figado, o baco, o rim e as fezes do contetdo cecal, os quais foram

armazenados na temperatura de -70 °C até o momento das analises.

4.5 - Determinacédo dos niveis de colesterol total:

Os niveis de colesterol total foram medidos de acordo com o método da colesterol
oxidase (Allain et al., 1974), utilizando-se kit enzimético comercial. O método consiste na
hidrolise dos ésteres de colesterol pela colesterol esterase, produzindo colesterol livre, o qual
€ oxidado a colest-4-em-3-ona com a producdo simultanea de peréxido de hidrogénio. Este
sofre acdo da peroxidase em presenca de fenol e 4-aminoantipirina produzindo um composto
réseo-avermelhado (quinonimina) com maximo de absorcdo em 500nm. Os niveis de
colesterol total foram determinados por um ensaio em microplaca de 96 pocos (Fazio et al.,
1997). Em resumo, as amostras de soro ou plasma provenientes dos camundongos apoE™
foram diluidas em 1:100, utilizando-se para isso agua destilada. Dessa diluicéo retirou-se um
volume de 100 pL e adicionou-se mais 100 uL do reagente de cor. Apds o periodo de
incubac&o de 10 minutos a 37 °C, a absorbancia foi lida a 492 nm em um leitor de microplaca
(Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus). O mesmo procedimento foi feito com o padrao
de colesterol para a determinac&o da curva de calibragdo. A concentracdo de colesterol total
foi determinada considerando-se a concentracao de 200 mg/dL de colesterol no padrao.
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4.6 - Determinacao dos niveis de triglicerideos:

Os niveis de triglicerideos também foram medidos utilizando-se kit enzimatico
comercial, de acordo com o método enzimatico colorimétrico (Fossati e Precipe, 1982). No
presente método, os triglicerideos do soro ou plasma foram hidrolisados pela lipase
lipoprotéica produzindo glicerol livre, que € fosforilado pela enzima glicerol quinase, cujo
produto sofre a acdo da glicerol-P-oxidase, a qual em presenca de oxigénio, produz peroxido
de hidrogénio. Este, sob a acdo da peroxidase em presenca de um reagente fendlico (p-
clorofenol) e 4-aminoantipirina, produz um composto réseo-avermelhado (quinona), com
maximo de absorcdo a 492 nm. As dosagens e a curva padréao foram feitas em microplacas
de 96 pocos como descrito acima para o colesterol, porém, para a dosagem dos
triglicerideos a diluic@o utilizada foi de (1:25).

4.7 - Quantificacdo dos niveis de lipideos hepaticos e colesterol hepéatico:

No sacrificio, o figado dos animais foi removido, lavado em solugdo de salina
fisiolégica e seco em papel filtro. Uma parte do tecido hepatico foi armazenada em eppendorf
e mantida a temperatura de —70 °C para as anélises de peroxidacao lipidica, enquanto que a
outra parte do tecido foi colocada em papel aluminio, mantida a =70 °C para a quantificacao
dos niveis de lipideos e colesterol hepético.

Os lipideos totais hepaticos foram extraidos de acordo com o método de Folch et al.
(1957). Em resumo, foram pesados 100 mg de figado em tubos de plastico previamente
identificados e posteriormente triturados com 1900 uL de solucdo contendo
cloroférmio:metanol (2:1) usando-se homogeneizador LABO STIRRER LR 41 B por 3
minutos na velocidade 10. Ap0s a adicdo de 400 pL de metanol, os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm e o sobrenadante foi transferido para novos tubos
de vidro com peso conhecido. Posteriormente, foram acrescentados 800 uL de cloroférmio,
640 uL de solucédo de NaCl a 0,73% e as amostras foram novamente centrifugadas por 10

minutos a 3000 rpm, sendo desprezada a fase superior. A parede interior de cada tubo foi
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lavada trés vezes com 600 ul de solucdo de Folch (solucdo de 3% de cloroférmio, 48% de
metanol, 47% de agua destilada e 2% de NaCl a 0,29%) e os lipideos assim extraidos foram
secos em estufa overnight a 37 °C. Apds verificar que os tubos estavam totalmente secos,
eles foram pesados e a quantidade de lipideos extraida foi dada pela diferenca dos tubos de
vidro antes e depois de secos. Posteriormente a pesagem dos tubos, os mesmos foram
armazenados no freezer até a dosagem do colesterol hepatico.

Para a dosagem do colesterol total hepéatico as amostras foram descongeladas e
ressuspendidas em 500 uL de isopropanol e homogeneizadas até a completa solubilizagéo
dos lipideos. As dosagens e a curva padrao foram feitas em microplacas de 96 po¢os como

descrito acima para o colesterol total sérico e plasmatico.

4.8 - Quantificacdo dos niveis de lipideos cecais e colesterol cecal:

Para a dosagem dos lipideos e colesterol cecal utilizaram-se as fezes presentes no
conteudo cecal dos camundongos, as quais foram coletadas durante o sacrificio. A
quantificacdo dos lipideos cecais foi realizada pelo método de Folch et al. (1957) e os niveis
de colesterol e derivados foram determinados da mesma forma como descritos anteriormente

para amostras de figado.

4.9 - Avaliacdo da atividade antioxidante do flavondide diocleina através da

mensuracao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS):

A formacdo de radicais livres e a peroxidagdo lipidica sdo reagbes extremamente
rapidas, que sdo, geralmente, mensuradas pelos seus produtos, principalmente as
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), entre as quais o malonildialdeido é o
principal. Dessa forma, a formagdo de malonildialdeido, pela quebra de acidos graxos
poliinsaturados, € um método conveniente para se determinar o grau de peroxidacéo lipidica,

sendo assim uma excelente ferramenta para 0 monitoramento das propriedades
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antioxidantes de qualquer substancia. A mensuracdo destes metabdlitos foi realizada no
figado e no rim dos animais utilizando-se o método descrito por Wallin et al. (1993).

Em resumo, 100 mg de figado ou 100 mg de rim foram homogenizados em 1000 pL
de PBS 1X utilizando-se homogenizador (Euro Turraz T20b, IKA Ilabortechnik). Os
homogenatos de figado e rim foram mantidos no gelo enquanto as solu¢cdes para 0 ensaio
foram preparadas. Foram transferidos 500 uL do homogenato de cada amostra para tubos de
ensaio e adicionaram-se 1000 pL da solucdo TBARS, que foi preparada com acido
tricloroacético (TCA, 15%), acido tiobarbitarico (TBA, 0,375%) e HCI 0,25 N. Os tubos foram
cobertos com papel aluminio e mantidos em banho maria fervente por 15 minutos e entao
colocados sob agua corrente até esfriarem. Posteriormente, foram adicionados 1500 uL de
butanol as amostras, as quais foram vagarosamente agitadas. Apdés uma centrifugacdo a
3000 rpm, por 10 minutos, o sobrenadante foi recolhido, plaqueado em duplicata e a leitura
da absorbéancia foi feita a 535 nm. Uma curva-padrédo de malonildialdeido (MDA) foi feita com
as seguintes concentragoes: 0; 2,5; 5,0; 10,0; 50,0; 100,0 uM. Foi realizada ainda a dosagem
de proteinas segundo o método de Lowry et al. (1951) e os resultados foram expressos em

umol de MDA/quantidade de proteinas das amostras.

4.10 - Dosagem da concentracdo de hidroperoxidos pelo ensaio da oxidacéo

ferrosa do xilenol orange:

A oxidacdo dos lipideos insaturados envolve retirada de hidrogénio, insercédo de
oxigénio molecular e consequente reducéo dos radicais hidroperoxil a hidroperoxidos. Dessa
forma, a dosagem da concentracdo de hidroperoxidos, que é mais uma técnica utilizada para
estimar a peroxidacéo lipidica, foi realizada no tecido hepatico e renal dos camundongos
segundo o método descrito por Nourooz-Zadeh et al. (1994).

O principio da técnica consiste basicamente na oxidacéo de ions ferroso (Fe2+) a ions
férricos (Fe3+) sob condi¢des acidas, pelos hidroperoxidos. O indicador utilizado é o xilenol
orange, que se liga aos ions férricos produzindo um cromoforo azul-arroxeado. A

concentracdo de hidroperoxidos pode ser estimada uma vez que o0 seu coeficiente de
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extingdo é de 4,3 x 10* M cm™ a 560 nm. Este método é bem sensivel podendo detectar
concentracfes de hidroperoxidos inferiores a 1 uM.

Em resumo, 100 mg de figado ou 100 mg de rim foram homogenizados em 1000 pL
de PBS 1X utilizando-se homogenizador (Euro Turraz T20b, IKA labortechnik), da mesma
forma que foram preparados para a analise de TBARS. Os homogenatos foram mantidos no
gelo enquanto as solugbes para o ensaio foram preparadas, as quais estdo descritas na
tabela 3.

Tabela 3: Preparo das solucGes necessarias para a dosagem de hidroperéxidos em amostras
de figado e rim.

Preparacdo do H,SO,250mM (100mL)

H,SO4 (97%;d=1,84kg/L; PM=98,08) 1373 uL

H,O g.s.p 1000 mL
Preparacdo do FOX-2 (30mL)

Xilenol Orange 22,8 mg

Sulfato ferroso amoniacal 29,4 mg

H,S0O,4250mM g.s.p 30 mL

Preparacdo do BHT 4.4mM em metanol (25mL)
BHT 24,25 mg
Metanol g.s.p 25 mL

Em um eppendorf foram colocados 50 uL do homogenato e 450 uL do reagente FOX-
2, o qual foi preparado com a solu¢gdo FOX-2 e BHT, na diluicdo de 1:10. Para o preparo do
branco utilizou-se 50 uL de agua MilliQ e 450 uL do reagente FOX-2. As amostras foram
cobertas com papel aluminio e mantidas @ temperatura ambiente por 30 minutos. Passado o
tempo de incubacdo foi realizada uma centrifugacdo a 12000 rpm por 5 minutos, o
sobrenadante foi plaqueado em duplicatas de 200 uL na microplaca de 96 pocos e a leitura
da absorbancia foi feita a 560nm em um leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo
Spectra Max Plus).

Feita esta primeira parte, foi realizado um segundo ensaio, no qual foi medida a
reducd@o do perdxido de hidrogénio com trifenilfosfina (TPP), a qual é utilizada como eficiente
ferramenta para distingdo entre peréxido de hidrogénio e hidroperoxidos (ndo-H,0O,). Assim a
oxidacdo da TPP, com consequente formacdo de TPP o6xido, indica presenca de H,O, na
amostra (Nourooz-Zadeh et al., 1994). Em resumo, no momento do ensaio foi feito uma
solucéo de TPP na concentracdo de 10 mM, a qual foi diluida em metanol. Em um eppendorf
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foram colocados 45 uL do homogenato de figado e rim preparado anteriormente e 5,0 uL da
solucéo de TPP a 10 mM. O branco foi preparado em substituicdo do homogenato pela agua
MilliQ. As amostras foram homogeneizadas, cobertas com papel aluminio e mantidas a
temperatura ambiente por 30 minutos. Logo apos foram acrescentados aos eppendorfs 450
uL do reagente para FOX-2, e novamente, as amostras foram incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente, centrifugadas a 12000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi
plagueado em duplicatas de 200 uL na microplaca de 96 pocgos e a absorbancia foi lida a
560nm em um leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus).

Para a quantificacdo dos teores de hidroperéxidos presentes nas amostras, basta
fazer a subtracao entre as dosagens do ensaio sem TPP e as dosagens do ensaio com TPP,
ou seja, amostras sem TPP — amostras com TPP, que nada mais é do que, a quantidade de
hidroperoxidos totais — a quantidade de H,O,, podendo esses valores ser expressos em

absorbancia ou em mmolar.

4.11 - Analise histopatolégica e morfométrica das lesGes ateroscleroticas

presentes na raiz da aorta:

Apbs o sacrificio dos camundongos, todos os coracdes foram retirados em bloco com
a raiz da aorta, perfundidos com PBS 1X, separados da aorta toracica e abdominal e entéo
fixados em formol tamponado 10%. Os corac¢des ja fixados foram cortados transversalmente
sob visdo estereoscoépica, ao nivel da borda atrial inferior direita, de modo a obter um
fragmento contendo a por¢do proximal do coracdo e a raiz da aorta. Este fragmento foi
processado conforme rotina para inclusdo em parafina, de forma orientada, de modo a
obterem-se cortes histologicos de 10 um de espessura na regido da valvula aértica. As
laminas foram enumeradas em série e coradas em hematoxilina e eosina.

O tamanho da leséo aterosclerética foi avaliado em dez cortes, tomando sempre como
referéncia a presenca da valvula aortica. Localizada a formagéo da valvula aodrtica, 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
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lesdo de cada animal foi feito pela soma das areas dos dez cortes e valor médio por grupo foi

utilizado para comparacdes estatisticas.

4.12 - Quantificacdo das lesbes aterosclerodticas presentes na aorta toracica e

abdominal:

As deposicdes de lipideos na aorta toracica e abdominal foram detectadas utilizando a
andlise en face pela coloragdo com o corante Sudan IV (Palinski et al., 1994). A aorta foi
dissecada removendo-se cuidadosamente toda a adventicia a partir da valvula aoértica até a
bifurcacdo iliaca. A arvore aortica foi aberta longitudinalmente e fixadas overnight com
solucédo de formol-sacarose (4% paraformoldeido, 5% de sacarose, 20 umol/L de BHT, e 2
umol/L EDTA, pH 7,4) a 4°C. Depois de fixadas, as aortas foram submetidas a uma solucao
de 70% de etanol durante 5 minutos, posteriormente, foram coradas por 10 minutos sob
agitagcdo numa solugéo 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 capturadas por scanner e as imagens foram congeladas
utilizando-se um computador. O programa utilizado para analisar as imagens e obter as
medidas das les6es foi o software Image Pro Plus.

Os célculos das lesbes das aortas foram feitos como porcentagem da lesdo em

relacdo a é&rea total da aorta. O valor médio por grupo foi utilizado para comparactes

estatisticas.

4.13 - Avaliacdo da quantidade de células inflamatorias e colageno presentes

nas lesdes ateroscleroticas:

A celularidade das lesdes foi determinada pela contagem do numero de células
inflamatorias por campo. A area de cada campo foi determinada aleatoriamente, no total de

quatro campos/corte. Foram analisados trés cortes ndo consecutivos/animal, totalizando
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analise de 12 campos/animal. O numero de células foi determinado automaticamente pelo
software Image Pro Plus por intensidade de cor.

O colageno extracelular presente nas lesfes ateroscleréticas foi visualizado utilizando-
se o corante Tricromo de Gomori, 0 qual apresenta coloracdo esverdeada, e contracorados
com hematoxilina. Foram analisados quatro cortes ndo consecutivos/animal (Gupta et al.,
1997; Daugherty e Rateri, 1994) e os resultados foram expressos como porcentagem de

colageno/area de leséo.

4.14 - Andlise 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 aplicado o
teste T de Student, calculado pelo programa Sigma Plot (Scientific Graphing Software, Jandel
Corporation) para comparar 0s grupos controle e tratado com o flavondide diocleina. Foi
considerado um nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 - Crescimento ponderal dos animais:

Como pode ser visto na figura 9, o tratamento por seis semanas com o flavondide
diocleina néo influenciou o crescimento ponderal dos animais, uma vez que os dois grupos

experimentais apresentaram similaridade em relacéo a curva de crescimento.
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30 - —a— Diocleina
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Tempo (semanas)

Figura 9 — Crescimento ponderal dos camundongos apoE"/' tratados ou ndo com diocléina.
Os resultados foram expressos como média do peso em gramas dos animais apoE'/" do grupo controle (n=8) e
do grupo tratado com diocléina (n=9).
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5.2 — Niveis de colesterol total e triglicerideos de camundongos apoE™ tratados

ou nao com o flavonodide diocleina:

Com o intuito de avaliar o efeito da administracdo do flavondide diocleina por seis
semanas no metabolismo lipidico, foram realizadas as dosagens de colesterol total e
triglicerideos.

Na Figura 10 sdo mostrados os valores de colesterol total plasmatico no inicio do
tratamento e no final de trés semanas, bem como os valores séricos de colesterol total no
final de seis semanas de tratamento. No inicio do experimento os animais apoE” controles e
tratados com diocleina tinham niveis similares de colesterol total plasmatico (298 + 36,9 e
284 + 24,9, respectivamente, p=0,76). No final de trés semanas de tratamento 0s niveis
plasmaticos de colesterol total se mantiveram semelhantes entre os dois grupos (282 + 38,7
e 307 = 32,3, respectivamente, p=0,63). ApOs seis semanas de experimento, 0s niveis
séricos de colesterol total também n&o foram diferentes entre os animais controle e tratados
com diocleina (310 + 20,4 e 271 + 29,9, respectivamente, p=0,31).

Na Figura 11 sdo apresentados os niveis plasmaticos de triglicerideos no inicio do
tratamento e no final de trés semanas, bem como os nives séricos de triglicerideos no final
do experimento. Da mesma forma como observado para os niveis de colesterol total, as
concentracdes de triglicerideos ndo foram diferentes entre os animais apoE™ controles e
tratados com diocleina em nenhum dos tempos analisados (Tempo inicial: 59 + 6,8 e 51 +
11,1, respectivamente, p=0,31; Tempo 3: 56 + 9,7 e 55 + 7,8, respectivamente, p=0,63 e
Tempo final: 109 +9,7 e 74 + 7,8, respectivamente, p=0,11).
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Figura 10 — Niveis plasmaticos e séricos de colesterol total de camundongos apoE"' controles e tratados
com diocléina.

Niveis de colesterol total (mg/dL) de animais apoE"' controles (barras pretas, n=8) e tratados com diocleina
(barras cinzas, n=9) nos tempos iniciais (T0), ao final de trés semanas (T3) e ao final do experimento (T6). As
barras e linhas verticais representam a média e o erro padrdo de cada grupo, respectivamente. p=0,76 para TO,
p=0,63 para T3 e p=0,31 para T6.
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Figura 11 — Niveis plasmaticos e séricos de triglicerideos de camundongos apoE'/" controles e tratados
com diocléina.

Niveis de triglicerideos (mg/dL) de animais apoE'/' controles (barras pretas, n=7) e tratados com diocleina
(barras cinzas, n=8) nos tempos iniciais (T0), ao final de trés semanas (T3) e ao final do experimento (T6). As
barras e linhas verticais representam a média e o erro padrao de cada grupo, respectivamente. p=0,31 para TO,
p=0,63 para T3 e p=0,11 para T6.
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5.3 — Niveis de lipideos e colesterol total hepatico e cecal de camundongos

apoE™ tratados ou ndo com o flavonéide diocleina:

5.3.1 - Lipideos e colesterol total hepatico:

Como € mostrado na Figura 12, a quantidade de lipideos totais que foram extraidos do
figado foi semelhante entre os animais apoE"‘ controles e tratados com diocleina (116,47 +
9,59 e 102,70 + 9,82, respectivamente, p=0,37). Os niveis hepéticos de colesterol total
também ndo foram diferentes entre os dois grupos experimentais (controle = 5,13 + 0,45 e
diocleina = 4,74 + 0,42, p=0,54, Figura 13).

5.3.2 — Lipideos cecais e colesterol (3-alfa-hidroxi-esteroides) cecal:

Os animais apoE” controles e tratados com diocleina apresentaram niveis
semelhantes de lipideos cecais (78,89 + 11,46 e 105,18 + 31,58, respectivamente, p=0,47,
Figura 14). Em relacdo aos niveis de 3-alfa-hidréxi-esteréides também nao foi observada
diferenca entre os animais apoE™ controles e tratados com diocleina (6,73 + 0,90 e 6,99 +

0,33, respectivamente, p=0,79, Figura 15).
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Figura 12 — Niveis de lipideos totais hepaticos de camundongos apoE"' controles e tratados com
diocléina.

Niveis de lipideos totais hepéticos de animais apoE"' controles (barras pretas, n=7) e tratados com diocleina
(barras cinzas, n=8) no final experimento. As barras e linhas verticais representam a média e o erro padréo de
cada grupo, respectivamente. p=0,37.
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Figura 13 — Niveis de colesterol total hepatico de camundongos apoE”' controles e tratados com
diocléina.

Niveis de colesterol total hepatico de animais apoE'/" controles (barras pretas, n=8) e tratados com diocleina
(barras cinzas, n=9) ao final do experimento. As barras e linhas verticais representam a média e erro padréo de
cada grupo, respectivamente. p=0,54.
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Figura 14 — Niveis de lipideos totais cecais de camundongos apoE™ controles e tratados com diocléina.
Niveis de lipideos totais cecais de animais apoE"' controles (barras pretas, n=7) e tratados com diocleina
(barras cinzas, n=8) no final experimento. As barras e linhas verticais representam a média e o erro padréo de
cada grupo, respectivamente. p=0,47.
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Figura 15 — Niveis de 3-alfa-hidroxi-esteréides cecais de camundongos apoE"" controles e tratados com
diocléina.

Niveis de 3-alfa-hidréxi-esteréides cecais de animais apoE”' controles (barras pretas, n=8) e tratados com
diocleina (barras cinzas, n=8) ao final do experimento. As barras e linhas verticais representam a média e o erro
padrdo de cada grupo, respectivamente. p=0,79.
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5.4 — Peroxidacéao lipidica hepatica e renal:

5.4.1 — Producéo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico:

A peroxidacao lipidica foi avaliada no tecido hepatico e renal através da mensuracao
dos seus produtos, principalmente as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS),
dentre as quais se destaca o malonildialdeido (MDA). Conforme demonstrado nas Figuras 16
A e 16 B os niveis de MDA nos tecidos hepatico e renal foram semelhantes entre os animais
apoE™ controles e tratados com diocleina por seis semanas (Figado = 0,005 + 0,001 e 0,004
+ 0,001, respectivamente, p=0,64) e (Rim = 0,013+ 0,001 e 0,013 + 0,001, respectivamente,
p=0,94).

B
B Controle (n=8} ] Cfmtro'le {n=8)
© O Diocleina (n=9) E 0,016 - o0 Diodeina (n=9)
s 0,007 ; £ o014
E 0,006 - c 0,012 |
@ 0,005 - < 0010 |
r=J ’ >
_‘:_’e:” 0,004 - ;t__i 0,008
X 0,003 ] 0 0,006 b
= = 0,004 -
f 0,002 - P 01002 _
s 2o g 0000
£ 0,000 - , =

Figura 16 — Avaliacdo da presenca de substancias reativas ao acido tiobarbitarico em camundongos
apoE"' controles e tratados com diocléina por seis semanas.

A - Niveis de MDA (umol / ug de proteina) no tecido hepatico de animais apoE”' controles (barras pretas, n=8) e
tratados com diocleina (barras cinzas, n=9) ao final do experimento. p= 0,64.

B - Niveis de MDA (umol / pg de proteina) no tecido renal de animais apoE'/" controles (barras pretas, n=8) e
tratados com diocleina (barras cinzas, n=9) ao final do experimento. p= 0,94. As barras e linhas verticais
representam a média e o erro padrdo de cada grupo, respectivamente.
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5.4.2 — Avaliacdo da concentragcdo de hidroperoxidos:

A peroxidacao lipidica também foi avaliada pela mensuracdo da concentracdo dos
hidroperéxidos. Como mostrado nas Figuras 17 A e 17 B, as concentracdes de
hidroperéxidos nos tecidos hepatico e renal foram semelhantes entre os animais apoE”
controles e tratados com diocleina por seis semanas, (Figado = 102 + 11,95 e 138 + 32,24,

respectivamente, p=0,29) e (Rim =61 + 4,43 e 39 + 1,76, respectivamente, p=0,10).
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Figura 17 A — Avaliagcdo da concentracéo de hidroperoxidos no tecido hepatico em camundongos apoE"'
controles e tratados com diocléina por seis semanas.

Concentracao de hidroperoxidos no tecido hepético de animais apoE"" controles (barras pretas, n=8) e tratados
com diocleina (barras cinzas, n=7) ao final do experimento. As barras e linhas verticais representam a média e
o erro padréo de cada grupo, respectivamente. p=0,29.
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Figura 17 B — Avaliacdo da concentracdo de hidroperéxidos no tecido renal em camundongos apoE"'
controles e tratados com diocléina por seis semanas.

Concentracdo de hidroperoxidos no tecido renal de animais apoE”' controles (barras pretas, n=8) e tratados
com diocleina (barras cinzas, n=9) ao final do experimento. As barras e linhas verticais representam a média e
o erro padrdo de cada grupo, respectivamente. p=0,10.
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5.5 - Lesao ateroscleratica:

5.5.1 - Aorta toracica e abdominal:

Um dos locais utilizados para medir as lesbes aterosclerdticas foi a aorta toracica e
abdominal. A analise do acumulo de lipideos mostrou que tanto o grupo controle quanto o
grupo tratado com diocleina apresentaram a mesma quantidade de lipideos depositados na
aorta toracica e abdominal ao final das seis semanas de tratamento (controle = 6,24 + 1,70 e
diocleina = 3,42 + 0,52, % leséo / area total da aorta toracica e abdominal, p=0,14, Figura 18)

Nas Figuras 19 A e B esta apresentado o aspecto morfoldgico da aorta toracica e
abdominal pelo método en face de animais apoE” controles e tratados com diocleina por

seis semanas.

5.5.2 - Valvula adrtica:

A valvula ou raiz adrtica é outro local para a avaliacdo do desenvolvimento das lesfes
aterocleréticas. Nesta regido, a area das lesdes nos animais controle e tratados com
diocleina ndo mostraram diferengas (602.609 + 133.370um2 e 467.389 + 86041 um2,
respectivamente, p=0,41, Figura 20). As Figuras 21 A e B representam 0s aspectos
histolégicos das lesdes de animais apoE™ controles e tratados com o flavonéide diocleina por
seis semanas.

Em relacdo ao nimero de lesdes na raiz da aorta, os animais apoE” tratados com
diocléina ndo apresentaram diferenca quando comparados aos animais apoE™ controles

(controle = 5,4 + 0,5 e tratados com diocleina = 5,0 + ,5, p=0,54, Figura 22).
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Figura 18 - Porcentagem de deposicdo lipidica na aorta toracica e abdominal dos animais apoE"'
controles e tratados com diocleina por seis semanas.

Resultados expressos como média da porcentagem de leséo pela area total da aorta dos animais controle (n=6)
e tratados com diocleina (n=8) no final de seis semanas. Linhas horizontais representam a média de cada
grupo. p=0,14.

Figura 19 - Aspecto morfolégico da aorta toracica e abdominal de animais apoE"’.

A - Aorta de animais apoE"' controle.

B - Aorta de animais apoE " tratados com diocleina por seis semanas.

As aortas foram coradas por Sudan IV e as lesGes ateroscleroéticas estédo representadas em vermelho.
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Figura 20 - Area da lesdo aterosclerdtica na raiz aértica dos animais dos animais apoE™ controles e
tratados com diocleina por seis semanas.

Resultado representa o valor de cada animal do grupo controle (n=7) e tratado com diocleina (n=7) expresso
em pm?® da aorta, ao final de seis semanas de tratamento. Linhas horizontais representam a média de cada
grupo. p=0,41.

Figura 21 - Aspecto histolégico (H&E) da raiz da aorta de animais apoE"' controles e tratados com
diocleina por seis semanas.

A — Animais apoE”' controles e B — Animais tratados com diocleina por seis semanas. Em ambos os grupos, a
lesdo aterosclerdtica esta em um estagio mais avancado, sendo caracterizada como intermediaria, onde é
possivel identificar a presenca de células espumosas e células musculares lisas. A lesdo esta representada
pela seta e a referéncia anatdmica da valvula esta identificada pelo asterisco. Os cortes histolégicos foram
corados com H&E, aumento de 100X.
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Figura 22 - Namero de lesBes na raiz aértica dos animais apoE"' controles e tratados com diocleina por
seis semanas.

Numero de lesdes aterosclerdticas de animais apoE"' controles (barra preta, n=7) e apoE-/- tratados com

diocleina (barra cinza, n=7). As barras e linhas verticais representam a média e o erro padrdo de cada grupo,
respectivamente. p= 54.

5.6 — Quantificacéo do infiltrado inflamatorio nas lesdes ateroscleroticas:

Quantitativamente, camundongos apoE™ tratados por seis semanas com o flavonéide
diocleina ndo apresentaram diferenca no infiltrado inflamatério das lesGes ateroscleréticas
presentes na raiz adrtica em relacédo aos camundongos apoE” controles ( controle= 2793 +
153 e tratados com diocleina = 2186 + 358 células inflamatérias/mmz2, p= 0,14, Figura 23).

As Figuras 24 A e B representam o0s cortes histolégicos com presenca de células

inflamatérias nas lesbes ateroscleréticas de animais apoE” controles e tratados com o
diocleina.
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Figura 23 - Infiltrado inflamatério das lesdes na raiz aértica de animais apoE"' controles e tratados com
diocleina por seis semanas.
Resultados expressos como média do niimero de células inflamatérias/mm? dos animais apoE™ controles (barra
preta, n=7) e apoE"" tratados com diocleina (barra cinza, n=7) ao final de seis semanas. As barras representam
as médias e linhas verticais representam o erro padréo de cada grupo. p=0,14.
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Figura 24 - Aspecto histolégico (H&E) do infiltrado inflamatério das lesGes ateroscleréticas de animais

apoE"'controIes e tratados com diocleina por seis semanas.

A e B — Aumento de 100X mostrando o infiltrado inflamatério de animais apoE"' controles e tratados com
diocleina, respectivamente. As setas indicam, nas lesfes, a presenca de células inflamatérias, as quais séo
identificadas pelo nicleo arredondado corado em roxo.
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5.7 - Quantificacdo de colageno nas lesdes ateroscleroticas:

O conteudo de colageno foi quantificado e utilizado como parametro para avaliar a
estabilidade das lesGes aterosclerdticas presentes na raiz aodrtica. Nao foi observada
diferenca na quantidade de colageno das lesdes entre os animais apoE™ controles e tratados
com o flavondide diocleina por seis semanas (controle = 37 + 4,3 e tratados com diocleina =
40 + 4,8, p=0,64, Figura 25). Na Figura 26 A e B esta representado o aspecto histolégico dos
cortes da raiz aorta. O colageno foi corado em verde pelo Tricomio de Gomori e percebe-se a

similaridade entre os dois grupos.
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Figura 25 — Quantidade de colageno das lesées na raiz adrtica de animais apoE™ controles e tratados
com diocleina por seis semanas.
Resultados expressos como média da porcentagem de colageno da area total da lesdo aterosclerética de
animais apoE™ controles (barra preta,n=7) e tratados com diocleina (barra cinza, n=7) ao final de seis
semanas. As barras e linhas verticais representam a média e erro padrdo de cada arupo. respectivamente.

Figura 26 — Aspecto Histologico do contetido de colageno de animais apoE"' controles e tratados com
diocleina por seis semanas.

A — Animais controle e B — Animais tratados com diocleina. O colageno é corado em verde com o corante
Tricémio de Gomori. Aumento 100X.
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6. DISCUSSAO:

A aterosclerose € uma doenca de etiologia multifatorial e os mecanismos implicados
em sua génese ainda ndo sao completamente esclarecidos, tornando, dessa forma, a sua
terapéutica bastante complexa. Diversos estudos mostram que a disfuncdo endotelial
antecede a formacdo da placa aterosclerdtica, assim, a intervencdo farmacoldgica nos
processos iniciais que desencadeiam este evento pode resultar na prevengcdo da
aterosclerose, considerada a etiologia das sindromes coronarianas e a principal causa de
mortes nos paises ocidentais (Lusis, 2000).

Atualmente, os principais farmacos utilizados no tratamento da hiperlipidemia séo as
estatinas. Estes agentes sdo inibidores competitivos da 3-hidroxi-3-metilglutaril coezima A
redutase (HMG-CoA redutase), enzima que catalisa, de forma precoce e limitante, a sintese
de colesterol hepatico (Steinberg, 1997; Brown e Goldstein, 1998). Os efeitos benéficos
destas drogas correlacionam-se com a capacidade em melhorar o perfil lipidico, sobretudo
em reduzir os niveis de LDL-colesterol. Além do efeito hipolipidémico, tém-se demonstrado
outras acdes destes farmacos, as quais justificam sua utilizacdo em individuos portadores de
aterosclerose, como por exemplo: melhora na funcdo endotelial e na motricidade vascular,
menor resposta inflamatéria, manutencdo da estrutura da capa fibrosa, diminuicdo do
remodelamento da placa por meio da inibicdo da proliferacdo de células musculares lisas,
diminuicdo da agregacéao plaquetaria e da resposta trombogénica em placas instaveis, como
também um aumento da atividade fibrinolitica (Cascieri, 2002; Steinberg, 2004).

Os flavondides sdao compostos naturais polifendlicos de baixo peso molecular
universalmente presentes em vegetais e que sdo consumidos amplamente na nossa dieta
diaria. Por possuirem um largo espectro de acao farmacoldgica, como atividade antioxidante
pronunciada sobre a LDL, atividade antitrombdtica e conseqiente acdo inibidora sobre a
formacdo da placa ateromatosa, estas substancias apresentam o perfil adequado para a
terapia da doenca aterosclerotica (Schramm e German, 1998; Harborne e Willians, 2000;
Middleton et al.,, 2000). O consumo de compostos polifendlicos correlaciona-se
negativamente com a incidéncia das doencas cardiovasculares, portanto, cada vez mais
estudos estdo sendo realizados com o objetivo de se avaliar o efeito da ingestdao de
flavondides no desenvolvimento da aterosclerose. Fuhrman, et al. (2005), mostrou que o

consumo de uma preparacdo em poé feita de uvas frescas reduz a aterogénese em

65



Discussao

camundongos apoE”". As uvas s&o ricas em flavondides, sendo o resveratrol o principal
representante, e o consumo destes compostos polifendlicos explicam o famoso paradoxo
francés, isto é, a baixa incidéncia das doencas cardiovasculares no sul da Franca, apesar da
ingestdo de uma dieta rica em gordura saturada, € atribuida ao consumo moderado e regular
de vinho tinto pela populagdo. O estudo feito por Fuhrman, et al., 2005, mostrou que a
ingestdo do po de uvas por 10 semanas reduz em 41% as lesdes aterosclergticas no arco
adrtico de camundongos apoE™, efeito este que poderia estar relacionado a capacidade
antioxidante dos polifendis presentes nas uvas. Paralelamente aos efeitos inibitorios
marcantes na aterogénese houve uma diminuicdo na captacdo de ox-LDL pelos macrofagos
e reducao no estresse oxidativo nos macrofagos peritoniais e no soro dos animais. Além dos
flavonoides encontrados no vinho tinto, os componentes polifenélicos presentes no cha verde
também sdo capazes de prevenir a progressdo da aterosclerose em modelos animais, ou
seja, retardam a progressédo das lesdes ateroscleréticas iniciais a placas avancadas, as quais
sao propensas a ruptura e formacao de trombos (Vinson et al., 2004; Miura et al., 2001).

Varios estudos em humanos também mostram uma correlacdo negativa entre
consumo de flavonoides e incidéncia de aterosclerose. Hertog et al., 1993, avaliou a ingestédo
de flavonéides em 805 homens com idade entre 65-84 anos por um periodo de cinco anos e
observou que a ingestéo diaria de flavondides foi significativamente inversa a mortalidade por
doencas cardiacas coronarianas (p=0,015) e a ocorréncia de infarto agudo do miocardio
(p=0,08).

Diante de todas as evidéncias mostradas pela literatura de que os flavondides
possuem propriedades especificas que poderiam beneficiar a salde dos homens,
principalmente no que diz respeito as doencgas cardiovasculares, o nosso trabalho consistiu
na avaliagdo de uma intervencédo farmacologica alternativa com o flavonoide diocleina sobre
0 estresse oxidativo e o desenvolvimento das lesfes ateroscleréticas em camundongos
apoE”". O camundongo apoE” é um modelo de aterosclerose e hiperlipidemia amplamente
citado na literatura (Portugal et al., 2004; Peluzio et al., 2003; Peluzio et al., 2001; Oliveira et
al.,, 2001). Associado aos altos niveis de VLDL circulantes e a formacdo da placa
ateromatosa, este animal apresenta uma disfuncdo endotelial inata, apresentando um
estresse oxidativo elevado e por isso, surge como um modelo interessante para o estudo da
relacdo entre aterosclerose e substancias com potencial antioxidante, como por exemplo, o

flavondide diocleina (Laursen et al., 2001; Crauwels et al., 2003).
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Como os camundongos apoE” apresentam alteracées no metabolismo lipidico devido
a auséncia da apoE, que possui m papel chave no clearence das lipoproteinas plasmaticas
(Davignon et al., 1999), avaliamos primeiramente os parametros lipidicos dos animais que
foram submetidos ou ndo ao tratamento com a diocleina. A administracao por seis semanas
do flavondide diocleina ndo foi eficiente para alterar as concentracfes plasmaticas de
triglicerideos e de colesterol total nos camundongos em nenhum dos tempos avaliados. Ao
contrario do nosso estudo, Rabelo (2004), desenvolveu experimentos com a diocleina com a
utiizacdo do mesmo protocolo de tratamento utilizado no nosso estudo, ou seja,
administracdo intraperitoneal de diocleina (4 mg/kg/dia) em camundongos apoE™ por 6
semanas e observou uma redu¢do na concentracdo plasmatica de colesterol total na ultima
semana de tratamento, o que nao foi observado nas semanas anteriores. Apesar dos nossos
resultados nédo estarem de acordo com os de Rabelo (2004), é importante ressaltar que a
concentracdo plasmatica de colesterol total pode ser afetada por diversos fatores, como por
exemplo, variacdes na composi¢cao da dieta, no que diz respeito a fonte protéica, a qual pode
ser derivada da soja ou miudos de animais e o proprio teor de lipideos da dieta, que
dependendo do produto, também pode ser diferente. Dessa forma, o efeito de um
antioxidante, como por exemplo, os flavondides, pode depender da concentracdo de outros
fatores anti ou proaterogénicos na dieta o que levaria a resultados aparentemente
conflitantes como estes encontrados pelo nosso grupo em relacéo aos camundongos apoE™".

Como ja é bem mostrada na literatura, a aterogénese também esta estreitamente
correlacionada com o aumento nos niveis de peroxidacdo lipidica. Em condicbes de
homeostase, a oxidacdo da LDL é provavelmente minima, devido tanto a presenca de muitos
antioxidantes dietéticos distribuidos no plasma e agregados a esta lipoproteina, como
também pela remocdo eficiente da LDL através do seu reconhecimento por receptores
presentes abundantemente nas células hepaticas (Witztum, 1994; Libby, 2002). Contudo,
essa situacdo pode ser modificada quando ha aumento de espécies reativas, sejam de
oxigénio ou nitrogénio, estabelecendo um quadro de estresse oxidativo. Uma vez que a
modificacdo oxidativa da LDL nativa, decorrente deste balan¢o oxidativo, € um ponto chave
na génese da aterosclerose, a protecdo desta lipoproteina contra a oxidacdo pode ser uma
estratégia eficaz na prevencdo e/ou progressdao dos eventos implicados na formacdo do
ateroma (Kita et al., 2001; Rice-Evans et al., 1996; Abuja et al., 1997; Vaya et al., 1997).

Sendo assim, a mensuracdo de marcadores de peroxidagdo lipidica, figura como uma
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excelente ferramenta na caracterizacdo de substancias que agem como protetores tissulares
e plasméticos dos eventos oxidativos (Esterbauer, 1989; Cascieri, 2002).

No estudo feito por Rabelo (2004), apés o periodo de tratamento com a diocleina, o
sangue dos animais foi centrifugado e o plasma foi submetido & oxidacdo pelo Cu®*, sendo a
peroxidacao lipidica plasmatica avaliada através da producdo de dienos conjugados. Nos
animais tratados cronicamente com a diocleina, observou-se um prolongamento da fase Lag
na cinética de oxidagdo, ou seja, 0 plasma dos animais tratados com a diocleina foi mais
resistente & oxidacdo pelos fons Cu?*, sugerindo uma possivel atividade antioxidante deste
flavonoide.

Como Rabelo (2004), verificou um efeito antioxidante da diocleina no plasma dos
camundongos, resolvemos avaliar no nosso estudo a peroxidacao lipidica a nivel hepético e
renal, através da mensuracdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e da
dosagem de hidroperoxidos. O principio da técnica de TBARS €& a reacdo do
malonildialdéido, que é formado pela quebra dos &cidos graxos poliinsaturados, com o acido
tiobarbitdrico, e apesar de ser um método amplamente utilizado para se determinar o grau de
peroxidacao lipidica em tecidos, € muito criticado por ser insensivel e pouco especifico, uma
vez que além do malonildialdéido, outras substancias como agucares e aldeidos podem
reagir com o0 Aacido tiobarbitirico comprometendo os resultados. A mensuracdo da
concentracdo de hidroperéxidos é mais uma técnica utilizada para estimar a peroxidacao
lipidica e tem sido muito utilizada na literatura por ser um método simples e mais sensivel
que a técnica de TBARS (Nourooz-Zadeh et al., 1994). Esta técnica consiste basicamente na
oxidacdo de fons ferroso (Fe?) a fons férricos (Fe®'), sob condicdes &cidas, pelos
hidroperoxidos. Com os resultados encontrados em nosso estudo néo foi possivel evidenciar
nenhuma prote¢do contra peroxidacdo lipidica nos animais apoE” que receberam injecoes
intraperitoniais da diocleina em relacdo aos animais do grupo controle, sugerindo que apesar
de Rabelo (2004), ter encontrado um efeito antioxidante da diocleina no plasma dos
camundongos, o0 mesmo resultado ndo foi observado quando amostras hepaticas e renais
foram analisadas.

Os flavondides sao compostos que apresentam diferentes capacidades antioxidantes,
podendo proteger as particulas de LDL da oxidacdo e, consequentemente, inibir o
desenvolvimento da ateroscleose. Entretanto, a literatura mostra varios estudos clinicos
envolvendo diversos compostos polifendlicos, os quais sdo muitas vezes inconsistentes.

Princen et al. (1998), estudaram o efeito do consumo de cha verde e preto nos lipideos
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plasmaticos, nos niveis antioxidantes e na oxidacdo da LDL em individuos fumantes e néo
observou alteracfes nos niveis plasmaticos de colesterol total, triglicerideos, HDL, LDL e nos
niveis de vitaminas antioxidantes. Além de né&o alterar os niveis plasmaticos dos lipideos, o
consumo de cha preto e verde néo foi eficiente para alterar os parametros de oxidacdo da
LDL.

Como a reducdo das lesdes ateroscleréticas pela ingestdo de flavondides nao é
necessariamente relacionada por modificacbes no estresse oxidativo (Waddington et al.,
2004) e parametros lipidicos, outros possiveis mecanismos como ac¢des antiinflamatorias e
vasodilatadoras podem estar envolvidos na inibicdo do processo aterosclerdtico. Apesar de
no nosso estudo ndo termos encontrado evidéncias de que o tratamento com o flavondide
diocléina altere o perfil lipidico e modifique o estresse oxidativo dos animas, mas baseado
em estudos prévios, 0s quais mostraram que a diocleina apresentou propriedades
vasodilatadoras em aorta de ratos (Lemos et al., 1999) e uma possivel atividade antioxidante
que foi capaz de proteger o plasma de camundongos apoE” contra a peroxidacéo lipidica
(Rabelo, 2004), resolvemos estudar o efeito deste flavonoide no desenvolvimento das lesdes
ateroscleroticas, as quais foram medidas na raiz aodrtica, na aorta abdominal e toracica dos
camundongos ao final do experimento.

Com aproximadamente 10 semanas de idade, camundongos apoE™ alimentados com
dieta comercial desenvolvem estrias gordurosas, lesdes caracterizadas fundamentalmente
por macrofagos repletos de lipideos, os quais sdao chamados de foam cells. Estas lesdes
iniciais rapidamente progridem para um estagio intermediario com presenca de foam cells e
células musculares lisas, podendo ser visualizado quando os animais possuem em torno de
15 semanas de idade. Ja as lesdes avancadas com presenca de capa fibrosa e centro
necroético aparecem normalmente por volta de 20 semanas de idade (Meir et al., 2004).

Ao iniciar o nosso estudo os camundongos apoE” possuiam aproximadamente oito
semanas de idade e consequentemente foram sacrificados ao final do experimento com 14
semanas de idade. Ao analisar as lesbes ateroscleroticas presentes na valvula aodrtica,
verificamos que tanto no grupo controle quanto no grupo que foi submetido ao tratamento
cronico com a diocleina as lesdes caracterizavam-se, na sua maioria, pela presenca de
estrias gordurosas e ceélulas musculares lisas que migraram da camada média da artéria, e
assim sendo definidas como lesdes ateroscleroticas intermediarias.

Apesar da caracterizacdo das lesdes ateroscleréticas estarem de acordo com a
literatura, os resultados obtidos no nosso estudo, ao contrario do que seria esperado,
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demonstraram que o tratamento por seis semanas com a diocleina na dose de 4 mg/kg/dia
ndo foi suficiente para retardar o desenvolvimento das lesBes ateroscleroticas nos
camundongos apoE”. O mesmo resultado encontrado na vélvula adrtica dos animais,
também foi visto apds analisar a aorta toracica e abdominal, sugerindo que o flavonoide
diocleina ndo possui nenhum efeito positivo no desenvolvimento das placas ateroscleréticas
de camundongos apoE” alimentados com dieta comercial. Este fato poderia ser explicado
pelo tempo experimental, visto que muitas vezes os efeitos benéficos apresentados por
muitos antioxidantes aparecem somente no inicio do desenvolvimento da leséo
aterosclerotica e tornam-se menos pronunciados ao longo do tempo, ou ainda, como 0s
camundongos foram alimentados com dieta comercial e ndo com dieta aterogénica, a
duracédo do tratamento pode ter sido insuficiente para observamos qualquer efeito positivo da
diocleina na reducédo da aterogénese.

Embora ndo tenhamos visto diminuicdo da aterogénese com a administracdo da
diocleina, o proximo passo no nosso estudo foi avaliar se o tratamento por seis semanas
com este flavondide foi suficiente para modificar os fatores qualitativos que interferem na
instabilidade das placas ateroscleréticas, como por exemplo, a quantidade de células
inflamatorias e o teor de coldgeno. Tanto a quantificacdo do infiltrado inflamatério como o
contetdo de colageno presente nas lesdes ndo foram alterados pelo tratamento por seis
semanas com a diocleina, confirmando o fato de que o tempo experimental utilizado no
nosso estudo nao foi eficiente para afetar os parametros de instabilidade das lesdes

ateroscleraéticas.
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7. CONCLUSAO:

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, € possivel concluir que a
administracdo intraperitoneal do flavonoide diocleina por seis semanas em camundongos
deficientes no gene que codifica a apoliproteina E, néo foi eficiente em alterar o perfil lipidico
destes animais, além de ndo apresentar atividade antioxidante no tecido hepatico e renal.
Além da diocleina n&o provocar alteracdes no estresse oxidativo dos camundongos apoE™, o
nosso estudo também demonstrou que o tratamento cronico com este flavondide nao
mostrou nenhum efeito benéfico em diminuir o desenvolvimento das lesdes ateroscleréticas,
sugerindo que nas condi¢cBes experimentais que foram utilizadas neste trabalho a diocleina
nao apresentou atividade antioxidante suficiente para contrapor ao estresse oxidativo tipico
do camundongo apoE”, e consequentemente ndo foi eficiente em retardar o processo da

aterogénese.
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Anexo

9. ANEXO:

ANEXO A - Certificado de aprovacdo do Projeto pelo Comité de Etica em

experimentagcdo Animal — CETEA

COMITE DE ETICA =M EXPERIMENTAGAO ANIMAL

UNIVERSIDADRE FEDERAL DE MIMAS GERAIS
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificames quz o Protacola n® 107420065, ralativo ac projeto intitulacs ™ Papef
do flavonoide diacleina ne desenverdmments de alfecvsclerose em
camundongos deficientes no gene que codifica a raolipoproteina £, que
=y come rasponsavel Jacqueline Ysaura Alvarez Leite , @csta de 200rdo Com 05
Prircipios Elicos da Exparmentasdo Animal, adotados pele Comité de Etica em
Experimentagao Animral (CETEAJUFMG), tando sido asrovade rz reunido de &/
10/ 2606.

Este certificado ~xpira-s¢ em 4/ 10 / 2011,

CERTIFICATE

\We herebny certidy that ths Protocol n® 1072005, rclzted 1o the project entitled
“The rote of the favonoic dioclein ou atherosclaiosis deveopment in apoE
Knockout mice”, under the supenvision of Jacguelina Jsaura Alvarez Leite, 5 i
zaresment with the Sthical Principlas in Amemal Sxpsrimentaton. adopted oy ihe
Ethics Comnnittee i Aviimal Experimenptation {CETEAJUFMG), anc was
soprovad in October 4, 2005,

Tris perfifi-ats sxnires ic October 4, 2011,

Beta Horizonte, 2/ de Ousub-e de 2008,

(il
L LA

Prof. Humberto Pereira Olwveir
Presidente do CETEA{[{ G

Universidade Federal de Minss Serais
Avonidy Ariénin Codar, BRIT -- Coonpoo Pamn ilha
Unigade Adminizbrative I~ 7 Andar, Saks 2005

. 3127C-901 - Seic Farizonts, MG-Eqasid
lelefone: (1) 32004570 = Fax: (31] 2034516
wwre ufrnn brit‘octicalsctcn - ecteafnrpr ufwg br
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