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RESUMO

Fatores alimentares e/ou genéticos sdo fatores que promovem e sustentam a hipertrofia cardiaca em camundongos para
gene do receptor de (LDLR -/-) por processo inflamatorio, via CD40L. O objetivo neste estudo foi avaliar o processo
inflamatorio e as alteragdes morfoldgicas na parede da artéria aorta em camundongos LDLr-/- alimentados com dieta
padrao e hiperlipidica, e comparar estes resultados com os dos camundongos selvagens. Os animais foram divididos em
trés grupos experimentais: WT (n=5), camundongos selvagens, receberam racdo comercial por 15 dias; S (n=5),
camundongos LDLr-/- que receberam ragdo comercial; Grupo HL (n=5), camundongos LDLr-/- que receberam ragao
hiperlipidica. Em conclusdo, as lesdes observadas na artéria aorta mostraram que a dele¢do do gene do receptor de LDL
esta entre os fatores de risco da aterosclerose, e sua associacdo com a dieta hiperlipidica aumenta o risco por mecanismos
que envolvem o papel inflamatdrio e pré-aterogénico do CD40L.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica; Colageno; Lesoes.

1. INTRODUCAO

Aterosclerose ¢ uma doenga inflamatéria da parede arterial (ROSS, 1999). Hiperlipidemia,
hipertensdo, tabagismo e diabetes sdo fatores de riscos cardiovasculares que induzem ao estresse
oxidativo disfungdo endotelial e processo inflamatério (LIBBY et al., 2002) no ambiente vascular.
Esta trilogia tem sido considerada como o denominador comum dentre os mecanismos que promovem
e sustentam a aterogénese.

Ha concordancia de que camundongos knockout para ApoE (apolipoproteina E) ou para o
receptor de LDL podem desenvolver lesdes que compartilham aspectos semelhantes as lesdes
humanas avangadas (JOHNSON e JACKSON, 2001; SONG et al., 2001).

No presente estudo avaliamos o processo inflamatério e as alteracdes morfoldgicas na parede
da artéria aorta em camundongos LDLr-/- alimentados com dieta padrdo e hiperlipidica, e

comparamos estes resultados com os dos camundongos selvagens (wild type).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em camundongos selvagens (cepa C57BL6) e em
camundongos homozigotos para a auséncia do gene do receptor de LDL (LDLr-/-) gerados no
background C57BL6. Neste estudo utilizamos camundongos machos com 3 meses de idade, pesando
23 + 3g. O uso dos animais e o protocolo experimental foram aprovados pelo Comité de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA)-IB - UNICAMP sob processo namero 521-1.

Os camundongos foram divididos em 3 grupos experimentais. Grupo WT (n=5),
camundongos selvagens os quais receberam ragdo comercial por 15 dias; Grupo S (n=5),
camundongos LDLr-/- que receberam ragdo comercial por 15 dias; Grupo HL (n=5), camundongos
LDLr-/- que receberam ragao hiperlipidica por 15 dias.

Os camundongos foram anestesiados por via intraperitonial utilizando-se Xilazina/Ketamina
na concentracdo de 6/40 mg/Kg, respectivamente. A toracotomia foi entéo realizada e o coragdo e a
aorta foram removidos. Foram realizados corte de 10um e corados com QOil Red e contra corados com
Light Green e Hematoxilina de Harris.

Os arcos aorticos foram removidos e incluidos em parafina para cortes histologicos de 4um
de espessura, segundo Junqueira et al., (1979), para analise imunoistoquimica ¢ morfométrica.

Apds contra coloragdo com Hematoxilina de Harris por 25 segundos as laminas foram
montadas e analisadas em microscopio 0ptico em um aumento de 400x.

Para andlises das alteracdes morfologicas e para morfometria das artérias os cortes
histologicos da aorta foram corados com hematoxilina/eosina e fotografados em aumentos de 100 e
400x. A medida das areas luminal, média e intima foram realizadas pelo software LGMC-image
versao 1.0.

Cortes histologicos foram corados com Picrosirius Red e Tricromico de Masson para anélise
quantitativa do coldgeno utilizando-se a camara digital acoplada ao programa Leica IM50 (versao
1.20). Os cortes corados com Picrosirius Red foram analisados com luz polarizada. Cada
fotomicrografia foi analisada pelo software LGMC-image versdo 1.0. As porcentagens de colageno
foram quantificadas das areas média e intima da parede das artérias e area total incluindo a area
adventicia.

Os dados foram expressos como média = EPM. Analise de Variancia (ANOVA) seguida de
teste Tukey foi utilizada para comparar as médias entre diferentes grupos. Consideramos as diferencas

significativas quando o valor de p< 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
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Os Camundongos S mostraram coloragdo positiva quando comparado com WT, revelando
discretas areas de depdsito de lipideo no segmento adrtico valvular. Contudo, camundongos HL
mostraram depdsito de lipideos e desenvolvimento de placa aterosclerotica em varias areas
analisadas.

As lesdes ateroscleroticas observadas nos camundongos S em relagdo aos WT foram
acompanhadas de aumento na imunorretividade para NOSn. Todavia, a predominancia desta
imunorreatividade foi observada nos camundongos HL.

Verificamos um aumento na imunorreatividade para NOSe nas aortas dos camundongos S em
relagdo aos camundongos WT, e um marcado aumento nos camundongos HL.

Nao observamos imunorreatividade para NOSi nas aortas dos camundongos WT e S. Porém,
foi evidenciada uma area imunorreativa dispersa na regido das tinicas intima, média e adventicia nos
camundongos HL.

Na analise imunoistoquimica para CD40L foi observada uma area imunorreativa dispersa na
regido da tinica intima, média e adventicia. A imunorreatividade foi maior nas aortas dos
camundongos S em relagdo aos camundongos WT e este aumento foi potencializado nos
camundongos HL.

Camundongos S e HL mostraram uma redu¢ao na imunorreatividade para a-actina em relagao
aos camundongos WT, sendo que camundongos HL apresentaram uma redu¢do maior em relagdo aos
camundongos S.

Associada ao deposito de lipideo e a aterosclerose verificamos um remodelamento arterial
com maior espa¢o na tinica intima e entre as fibras elasticas da tinica média da aorta nos
camundongos S e HL em relagdo aos WT. Os camundongos LDLr-/- (S e HL) apresentaram aumento
na area intima em relacdo aos WT, com predominancia deste aumento nos camundongos HL. Por
outro lado somente os camundongos HL apresentaram aumento na drea média. Observamos também,
aumento da porcentagem do colageno nas tinicas média-intima e do coldgeno total (tinicas intima,
média e adventicia) nos camundongos LDLr-/- (S e HL) quando comparados com WT. Contudo,
camundongos HL apresentaram aumento na deposicdo de coldgeno em relagdo aos S.

Diante dos resultados, mostramos nesse presente estudo, que a delecao do gene que expressa
o receptor para LDL em camundongos, por si s6 € um fator determinante no depdsito de lipideos no
segmento aortico valvular. Contudo, a delegdo génica associada a dieta hiperlipidica sustenta e
mantém o processo inflamatoério. Observamos no segmento adrtico valvular depositos de lipidios
acompanhados de um aumento na imunorreatividade para NOSn. Todas estas alteragdes tiveram um
marcado aumento nos camundongos HL com avango das lesoes.

O aspecto relevante deste estudo foi a identificacdo de um aumento na imunorreatividade para
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CDA40L em inversa relagdo com a imunorreatividade para a-actina em camundongos S ¢ HL na fase
precoce. Em fases iniciais, a interacdo CD40-CD40L esta associada a expressao de moléculas de
adesdo em células endoteliais e liberacdo de quimiocinas, como IL-8 e proteina inflamatéria de
macrofago la (MIP-1-a), estando sua presenga correlacionada com um aumento de vias pro-
inflamatorias.

O remodelamento arterial observado nos camundongos S em relagdo ao WT foi caracterizado
pelo aumento na area média-intima e pelo aumento no depdsito de colageno na parede arterial, com
predominancia destes aumentos nos camundongos HL. Este remodelamento evoluiu com o processo
inflamatorio. O aumento da imunoreatividade para CD40L nas tinicas média-intima e na adventicia
dos camundongos HL mostrou que o aumento no depdsito de colageno nestas regides esta envolvido

com processo inflamatorio.

5. CONCLUSOES
As lesdes na artéria aorta observadas no presente estudo mostraram que a delecdao do gene do
receptor de LDL esta entre os fatores de risco da aterosclerose, e sua associagdo com a dieta

hiperlipidica aumenta o risco por mecanismos que envolvem o papel inflamatdrio e pro-aterogénico

do CD40L.
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