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RESUMO
Aterosclerose é uma doenca inflamatdria crbnica caracterizada pelo acumulo de
lipideos no espaco subendotelial da intima dos vasos sanguineos, acumulo de
células inflamatdrias e elementos fibrosos. A administracdo de suco de uva por 60
dias em camundongos hiperlipidémicos resultou em menor area imunorreativa para
CD40L na aorta e menor area da placa de ateroma. O suco de uva apresenta um

tratamento/prevencéo de baixo custo para esta doenca.

INTRODUCAO

A aterosclerose é uma doenca auto imune (ROSS, 1999), inflamatéria cronica
de origem multifatorial, que ocorre em resposta a agressao endotelial, acometendo
principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre, sendo
caracterizada pelo acumulo de lipideos no espaco subendotelial da intima, acimulo
de células inflamatérias e elementos fibrosos (SPOSITO, 2007).

Laurinavicius e Santos (2008) concluem em seu trabalho que as estatinas,
como a sinvastatina, reduzem o risco de doencas cardiovasculares; entretanto,

devido aos efeitos colaterais, ao alto custo dos medicamentos e a perspectiva de
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uso prolongado, os pacientes tém recorrido a tratamentos alternativos para o
controle da aterosclerose (GARCIA et al., 2008).

Folts (2002) verificou em seu estudo com 15 pacientes que os flavonoides
presentes no suco de uva roxa e no vinho tinto inibiram a iniciacdo da aterosclerose,
sugerindo que gquantidades moderadas diarias do suco ou do vinho reduzem o risco
de desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

O objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito do suco de uva (Vitis
labrusca) na aterosclerose em camundongos LDLR-/- alimentados com dieta

hiperlipidica.

MATERIAL E METODOS
Utilizou-se camundongos homozigotos para a auséncia do gene do receptor de
LDL (LDLr-/-) gerados no background C57BL6, machos, com trés meses de idade,
pesando 22 = 2g. Foi feito controle de temperatura e controle de 12h no ciclo
claro/escuro. Os camundongos foram divididos aleatoriamente em 3 grupos

experimentais (n=10), assim constituidos:

- Grupo 1 (HL) - camundongos LDLr-/- que receberam racao hiperlipidica com
20% de gordura total e 1,25% de colesterol, 0,5% de acido cdlico por 75 dias;

- Grupo 2 (HLU) - camundongos LDLr-/- que receberam racéo hiperlipidica com
20% de gordura total e 1,25% de colesterol, 0,5% de acido cdlico e tratamento com
suco de uva durante 75 dias, na dose de 2g/kg de peso corporal, administrada por

gavagem, uma vez ao dia;

- Grupo 3 (HLS) - camundongos LDLr-/- que receberam racéo hiperlipidica com
20% de gordura total e 1,25% de colesterol, 0,5% &acido cdlico e tratamento com
sinvastatina, na dose de 20mg/kg de peso corporal, administrada por gavagem, uma

vez ao dia.

Todos os animais foram alimentados com as respectivas dietas e receberam

agua ad libitum.

Depois de 60 dias de experimento, os camundongos foram anestesiados por via
intraperitonial (ip) utilizando-se Xilazina/Ketamina (Bayer AS e Parke-Davis®,
respectivamente) na concentracdo de 6-40 mg/Kg. As artérias foram fixadas em

formalina 10% por 24 horas e incluidas em parafina para cortes histolégicos de 4 um



de espessura. Os cortes histologicos foram depositados em laminas histolégicas,
coradas com hematoxilina/eosina e picrosirius red. As medidas das &reas luminal,
meédia e intima foram realizadas pelo software LGMC-image, versdo 1.0. Na avaliacao
imunohistoquimica, cortes histologicos da aorta foram tratados com 3% de peroxido de
hidrogénio para bloquear a atividade da peroxidase enddgena. Sitios ndo especificos
foram blogueados com 2% de leite desnatado em PBS diluida 10 mM (solucéo salina
tamponada com fosfato), pH 7,4. As laminas foram incubadas durante 12 horas com
anticorpo policlonal de coelho anti-CD40L (Santa Cruz® 01:50) numa camara umida.
Apés a incubacdo com o anticorpo primario, a incubacao foi realizada com o anticorpo
secundario biotinilado (kit DAKO® LSAB +), durante uma hora a 37°C. Para destacar
as areas imunorreativas, as sec¢des foram incubadas com o conjugado peroxidase de
complexo (Dako ® LSAB +) durante 45 minutos a 37°C, e colocadas numa solucéo de
cromogénio (50mg de DAB em 50mL de PBS com 3mL de 10% peroxido de
hidrogénio) durante trés minutos. ApOs contracoloragdo com hematoxilina de Harris
(Sigma ®) durante 25 segundos, as laminas foram montadas e analisadas por
microscopia de luz. Fotomicrografias foram analisadas pelo software LGMC-image,
versdo 1.0, e os percentuais das fracbes da &area imunorreativa da aorta ao CD40L
foram adquiridos (ARMSTRONG et al., 1998). Para as analises estatisticas utilizou-se
ANOVA seguida do teste Tukey (GARCIA, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta a area imunorreativa para CD40L na parede da aorta de
animais dos trés grupos experimentais. E possivel observar na anélise morfolégica
gque o0s animais tratados com suco de uva apresentaram uma reducdo no
desenvolvimento de um processo de inflamacédo cardiovascular, caracterizado por
uma menor extensdo da marcacgao para CD40L, impedindo/reduzindo a formacgéo de
placa de ateroma. Estatisticamente, 0 grupo 2 apresentou uma menor area
imunorreativa do CD40L na aorta quando se comparado com o0 grupo 1,
respectivamente 8,8+0,8% e 4,4+1% (Tabela 1). Porém, melhores resultados séo

observados no grupo 3 quando se comparado com o0 grupo 2.
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FIGURA 1: Area imunorreativa para CD40L na parede da aorta de camundongos

hiperlipidémicos com diferentes tratamentos quando a dieta.

A Figura 2 apresenta a area da placa de ateroma na aorta e area
imunorreativa para CD40L na valva aortica. Na andlise morfolégica da aorta,
verificou-se que o suco de uva administrado no grupo 2 impediu o desenvolvimento
de lesdes ateroscleréticas, evitando o aumento da &rea da lesdo em relagdo ao
grupo 1. Estatisticamente, a area da placa de ateroma no grupo 2 apresentou

significativamente menor quando comparada com a do grupo 1, 5837+1302um? e

1839+357um?, respectivamente (Tabela 1).




FIGURA 2: Area da placa de ateroma na aorta e area imunorreativa para
CD40L na valva adrtica de camundongos hiperlipidémicos com diferentes

tratamentos quando a dieta.

Foi visto prevencdo no processo inflamatoério na valva aortica (Figura 2), em
que as aortas do grupo 2 exibiram uma area imunorreativa menor para CD40L
quando comparado com grupo 1. Nota-se que o suco de uva apresentou efeito
positivo na prevencdo de aterosclerose, porém, a sinvastatina apresentou melhores
resultados.

TABELA 1 - Comparacao da area imunorreativa para CD40L na aorta e area da placa

de ateroma na aorta entre camundongos dos grupos HL, HLU e HLS.

GRUPOS HL HLU HLS
Camundongos (N) 10 10 10
Area imunorreativa do CD40L na aorta (%) 8,8+0,82 4,4+1° 1,1+1°¢
Area da placa de ateroma (um?) 5837+£13022 1839+357" 255,1+65°¢
CONCLUSOES

A utilizacdo do suco de uva (Vitis labrusca) nesse modelo animal representa
um tratamento e/ou uma prevencao alternativa de baixo custo para a aterosclerose

gue pode ser administrado juntamente com a sinvastatina.
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