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MORFOLOGIA, MORFOMETRIA DO ARCO AORTICO E PERFIL LIPIiDICO SERICO
DE RATOS TRATADOS COM SURFACTANTE

RESUMO - A aterosclerose é uma doenca multifatorial, lenta e progressiva e a
hiperlipidemia um dos fatores potenciais no desenvolvimento de doengas cardiacas
ateroscleroticas. As vantagens da inducdo das dislipidemias experimentais sdo a
producdo de lesdes ateromatosas em curto espaco de tempo; adequado controle
dietético e fatores ambientais; a possibilidade de estudos sobre a reversibilidade de
lesbes ateroscleréticas e ensaios pré clinicos de substancias hipolipidémicas. Este
estudo visou avaliar a capacidade do surfactante na inducéo aterogénica na regiao do
arco adrtico de ratos por meio de estudos morfolégico e morfométrico das tunicas
intima, média e adventicia da aorta, bem como analisar o perfil lipidico sérico. Foram
utilizados 28 ratos Wistar, machos, albinos, adultos e higidos. Estes foram distribuidos
em quatro grupos experimentais formados por sete animais cada, a saber: Grupo | —
(controle); Grupo Il — tratado com tyloxapol, na dose de 500 mg/Kg de peso corporal, via
intraperitoneal a cada 48 horas, durante duas semanas; Grupo Il — tratado com
tyloxapol na dose de 500 mg/Kg de peso corporal, via intraperitoneal a cada 48 horas,
durante trés semanas; Grupo IV — tratado com tyloxapol na dose de 500 mg/Kg de peso
corporal, via intraperitoneal a cada 48 horas, durante quatro semanas. A analise
morfolégica do arco aértico dos animais dos grupos ll, Il e IV evidenciou caracteristicas
histolégicas semelhantes as do grupo | nas tunicas intima, média e adventicia. No
estudo morfométrico, os valores da espessura, em um, da tunica intima indicaram que o
grupo Il diferiu significativamente dos grupos |, Il e IV. Os valores da espessura, em
KUm, encontrados para a tunica média e adventicia revelaram que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos |, I, Ill e IV. Na avaliagdo do perfil lipidico os valores de
colesterol total, triglicérides, HDL e LDL demonstraram que o grupo Il diferiu
significativamente do grupo I. Conclui-se que o surfactante tyloxapol foi efetivo na

inducao da hiperlipidemia, porém nao causou lesbes ateroscleréticas no arco aértico.

Palavras-chave: arco aértico, ateroma, morfometria, morfologia, rato, surfactante
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MORPHOLOGY, MORPHOMETRY OF AORTIC ARCH AND SERUM LIPID LEVELS
OF RATS TREATED WITH SURFACTANT

SUMMARY - Atherosclerosis is a multifactorial, progressive and slow disease,
and hyperlipidaemia is one of the potential factors in the development of atherosclerotic
cardiac diseases. The experimental dyslipidaemia carrying out advantages are the
production of atheromatous lesions in a short period of time, an adequate dietetic control
and environmental factors, the possibility of studies concerning reversibility of
atherosclerotic lesions, and pre-clinic experiments with hypolipidaemic substances. This
study aims at evaluating tyloxapol ability in atherogenic inducing, in the rats’ aortic arch
region, through morphologic morphometric studies, in intima, media and adventitia
tunicas of the aortic arch, as well as analyzing serum lipid levels. Twenty-eight healthy
Wistar adults’ albino male rats, weighing an average of 200 g were utilized. They were
distributed into four experimental groups with seven animals each, as follows: Group | —
(control); Group Il — treated with tyloxapol at a dose of 500mg/Kg of body weight,
through intraperitoneal via each 48 hours, for two weeks; Group Il - treated with
tyloxapol at a dose of 500mg/Kg of body weight, through intraperitoneal via each 48
hours, for three weeks; Group IV - treated with tyloxapol at a dose of 500mg/Kg of body
weight, through intraperitoneal via each 48 hours, for four weeks. Morphological analysis
of the aortic arch of the animals from groups I, lll and IV, showed similar histological
characteristics to group | at intima, media and adventitia tunicas. The intima tunica
values at the morphometric study indicated that group Ill has significant differed from
groups |, I and IV. The media and adventitia tunicas values revealed that there were no
significant differences between groups |, I, lll, and IV. As lipid profile evaluation is
concerned, the values of total cholesterol, triglycerides and HDL have indicated that
group lll has significantly differed from group I. It was concluded that for the studied
period the surfactant tyloxapol was effective to inducing hyperlipidaemia, though it did
not cause atherosclerotic lesions in the aortic arch.

Key-words: aortic arch, atheroma, morphometry, morphology, rat, surfactant



1 INTRODUCAO

As doencas do sistema cardiovascular sdo consideradas as maiores causas de
Obito nos paises industrializados, perfazendo 41% de todas as mortes nos Estados
Unidos em 1998 e, atualmente, esta estabelecido que a hiperlipidemia representa um
importante fator de risco para o desenvolvimento precoce de aterosclerose e
complicacdes cardiovasculares (CHANDLER et al., 2003; HARNAFI et al., 2007).

Durante os ultimos trinta anos houve um declinio razoavel da mortalidade por
causas cardiovasculares em paises desenvolvidos, enquanto elevacoes relativamente
rapidas e substanciais tém ocorrido em paises em desenvolvimento, dentre os quais o
Brasil. De acordo com as proje¢des da Organizagcao Mundial de Saude, esta tendéncia
de elevacao na doenca cardiovascular tende a persistir, agravando ainda mais o quadro
de morbidade e mortalidade elevadas nestes paises, principalmente decorrente do
tabagismo, hipertensao arterial, diabete melito, obesidade e dislipidemias (SPOSITO et
al., 2007)

A hiperlipidemia, um problema de paises desenvolvidos e em desenvolvimento, é
um dos fatores potenciais no desenvolvimento de doencgas cardiacas ateroscleréticas. A
ingestdo continua de altas concentracbes de gordura parece estar diretamente
relacionada & obesidade e a hiperlipidemia (PEREZ et al., 1999; FAUTH et al., 2000;
SPOSITO et al., 2007).

A aterosclerose € uma doenca multifatorial, lenta e progressiva, resultante de
uma série de respostas celulares e moleculares altamente especificas. O acumulo de
lipides, células inflamatérias e elementos fibrosos, que se depositam na parede das
artérias, sdo os responsaveis pela formacdo de placas ou estrias gordurosas, que
geralmente ocasionam a obstrugdo das mesmas (GOTTLIEB et al., 2005; SPOSITO et
al., 2007).

Nas sociedades ocidentais, a aterosclerose é a causa primaria de 50% de todas
as mortes relacionadas com infarto do miocardio e acidente vascular cerebral. Contudo,
paises como a Groenlandia, Islandia e Japao apresentam baixa prevaléncia desta



condicao, principalmente entre os esquimaos, sugerindo uma forte relacdo com o estilo
de vida, dieta e composicao genética dos individuos (GOTTLIEB et al., 2005).

Como consequéncia da aterosclerose, as doencas coronarianas cardiacas sao
as causas mais comuns de morbidade e mortalidade com uma estimativa de 12 milhdes
de seres humanos acometidos somente nos Estados Unidos (CHANDLER et al., 2003).

Diante da elevada prevaléncia de aterosclerose mundialmente, o presente estudo
objetivou avaliar a capacidade do surfactante na inducao aterogénica na regiao do arco
aortico de ratos, por meio de estudos morfolégico e morfométrico das tunicas intima,
média e adventicia da aorta, bem como analisar o perfil lipidico sérico. Desta forma, a
obtencdo de um modelo experimental de hiperlipidemia e aterosclerose desenvolvida
nesta pesquisa podera ser Util ndo somente para a Medicina Humana, como também
para a Medicina Veterinaria, jA que os pequenos animais (cades e gatos) apresentam
uma incidéncia crescente de obesidade, principalmente através dos habitos alimentares
inadequados de seus proprietarios, além de algumas racas de caes serem susceptiveis
as dislipidemias primarias.

Com fundamento nas descrigbes de LEVINE & SALTZMAN (2007), ao relatarem
que a injecdo de 500 mg/kg do surfactante tyloxapol, via intravenosa, induziu
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia persistentes, quando este surfactante foi
administrado trés vezes por semana, a intervalos de 48 horas; julgou-se pertinente a
investigacdo sobre a provavel capacidade aterogénica deste farmaco quando
administrado, também, a intervalos de 48 horas durante duas, trés e quatro semanas,
porém por via intraperitoneal, que segundo a literatura classica, possui absorcao
semelhante a via intravenosa, com maior facilidade de administracéo e pelo fato de néo
requerer anestesia para tal procedimento. Imagina-se ainda, que esta pesquisa podera
padronizar o tempo necessario para a possivel inducao da aterogénese com o uso
deste surfactante.



2 REVISAO DE LITERATURA

Estima-se que 101 milhdes de adultos nos Estados Unidos apresentam
hipercolesterolemia moderada e sao candidatos ao controle dietético. Destes, 41
milhées sdo considerados de alto risco, apresentando niveis elevados de colesterol de
forma acentuada, com recomendacdo de terapia utilizando-se farmacos
hipocolesterolémicos (CHANDLER et al., 2003).

O excesso de peso e as dislipidemias ja estdo estabelecidos, na literatura
cientifica, como fatores determinantes para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. No Brasil, estas doencas constituem a principal causa de
morbimortalidade (CARVALHO et al., 2007).

De acordo com SPOSITO et al. (2007), um estudo conduzido em nove capitais
brasileiras, envolvendo 8.045 individuos com idade mediana de 35+10 anos, no ano de
1998, demonstrou que 38% dos homens e 42% das mulheres possuem niveis séricos
de colesterol total acima dos valores da normalidade.

A natureza e a quantidade da gordura ingerida diariamente influenciam a
concentracao do colesterol plasmatico e este, em niveis elevados, esta relacionado com
a incidéncia de doencas vasculares ateroscleréticas, especialmente doencas
coronarianas (MORAIS et al., 2003).

Os principais processos envolvidos nas doencas cardiacas sao ateroma,
relacionado com efeito de longa duragéo; trombogénese, ligado a fatores dietéticos de
curta duracao, além de fatores que afetam o estilo de vida. Alta ingestdo de gorduras
saturadas, colesterol e calorias, que conduzem a obesidade, sdo fatores que afetam o
metabolismo lipidico (MORAIS et al., 2003).

As desordens cardiovasculares tém conduzido a uma busca incessante de novos
farmacos para diminuicdo ou prevencao dos danos causados por problemas genéticos
ou por aqueles relacionados com niveis altos de lipideos resultantes do consumo
excessivo de dieta rica em gordura (OLIVEIRA et al., 2002b).



Dietas com baixo teor lipidico e medicamentos que favorecem a reducao lipidica
sao estratégias para prevencao ou tratamento da aterosclerose e reducéo da incidéncia
das doencgas cardiovasculares (CHANDLER et al., 2003; HARNAFI et al., 2007).

2.1 Inducao das dislipidemias experimentais

Atualmente, estudos dietéticos, metabdlicos e toxicol6gicos sdo extensivamente
realizados na tentativa de elucidar os fatores de risco para hipercolesterolemia e suas
consequéncias patoldgicas, tais como lesées no sistema cardiovascular, cérebro entre
outros (LEVINE & SALTZMAN, 2007).

As vantagens da inducao das dislipidemias experimentais sdo a producao de
lesbes ateromatosas em curto espaco de tempo, adequado controle dietético associado
a fatores ambientais, a possibilidade de estudos sobre a reversibilidade de lesdes
ateroscleréticas e ensaios pré-clinicos de substancias hipolipidémicas (PEREZ et al.,
1999).

Frequentemente, a hiperlipidemia é induzida experimentalmente em animais de
laboratério para ser, posteriormente, comparada a estudos em seres humanos.
Diversos autores descreveram diferentes formas de indugdo desta em animais (PEREZ
et al., 1999; LIMA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002b; MORAIS et al., 2003; HARNAFI
et al., 2007; LEVINE & SALTZMAN, 2007).

Em varios estudos em seres humanos, o aparecimento de lesdes ateromatosas
esta intimamente relacionado a disfungcdo do metabolismo do colesterol e, por esta
razao, as tentativas de producao das dislipidemias em animais tém sido baseadas na
ingestdo de dietas ricas em colesterol, com o intuito de produzir uma
hipercolesterolemia persistente (PEREZ et al., 1999).

Em estudos experimentais, a hipercolesterolemia € geralmente induzida por
dietas e/ou manipulacées genéticas, contudo também pode ser obtida através da
utilizacado de alguns detergentes sintéticos como forma de uma resposta toxica (LEVINE
& SALTZMAN, 2007).



2.2 Surfactante

Os surfactantes sdo definidos como moléculas capazes de reduzir a tensao
superficial de solugdes aquosas e compreendem uma importante classe dentro da
industria farmacéutica e cosmetoldgica. Eles sdo a base dos detergentes, além de
serem fundamentais para a composicdo de emulsdes, microesferas, suspensoes e
aerossois (REBELLO et al., 2002).

O surfactante pulmonar € uma substancia fundamental na mecéanica pulmonar e
esta presente em todas as espécies que respiram através de pulmdes. O surfactante se
interpde as moléculas de agua na superficie alveolar, reduz a tensao superficial de
maneira dinamica, evitando-se assim a atelectasia (FREDDI et al., 2003).

Apresentam em sua estrutura molecular uma regidao hidrofébica, constituida por
uma longa cadeia de hidrocarbonetos e uma regiao hidrofilica, que é um grupo polar ou
ibnico. De acordo com a regido hidrofilica, os surfactantes sédo classificados em
catibnicos, anidnicos, anféteros e nao ibnicos; ainda em naturais ou sintéticos. Atuam
como moléculas que reduzem a tensao superficial na interface ar-liquido do interior do
alvéolo, com isso permite evitar o colabamento alveolar no final da expiracao
(REBELLO et al., 2002; FREDDI et al., 2003)

Inicialmente seu uso era restrito a sindrome do desconforto respiratério das
criangcas prematuras, porém em anos mais recentes a pesquisa no campo da
terapéutica com surfactante exdégeno abrange a sindrome da aspiracdo meconial,
pneumonias, sindrome do desconforto respiratério do tipo agudo, hérnia diafragmatica
congénita, entre outros (REBELLO et al., 2002).



2.2.1 Tyloxapol

O surfactante tyloxapol, um detergente nao i6nico, através da sua habilidade em
inibir a lipase lipoprotéica (LLP), induz ao aumento do colesterol e triglicérides séricos,
além de favorecer o aumento da atividade da enzima hidroximetilglutaril - CoA redutase
(HMG-CoA), que é a enzima-chave intracelular para sintese do colesterol hepatico
(TAKAHASHI et al., 2003; WANG et al., 2006; ABE et al., 2007; LEVINE & SALTZMAN,
2007; SPOSITO et al.,, 2007). Tem sido amplamente utilizado para bloquear a
depuracdo das lipoproteinas ricas em triglicérides e, assim, induzir a hiperlipidemia
aguda em diversos animais (HARNAFI et al., 2007).

Este farmaco € valioso como ferramenta para indugdo de hiperlipidemia em
estudos do metabolismo do colesterol e triglicérides e em ensaios de medicamentos
hipocolesterolémicos em ratos (LEVINE & SALTZMAN, 2007).

O modelo experimental de inducéo de hiperlipidemia com o uso do surfactante é
amplamente utilizado para diversos objetivos, tais como avaliar a eficacia de
substancias naturais ou sintéticas com efeitos hipolipidémicos, assim como, estudar
afeccdes patoldgicas que possam ser induzidas pelas dislipidemias, tais como a
pancreatite (LIMA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002b; WANG et al., 2006; HARNAFI et
al., 2007).

LEVINE & SALTZMAN (2007), afirmaram que as elevagdes dos niveis de
colesterol e triglicérides utilizando-se o surfactante como agente indutor sdo muito mais
acentuadas comparadas as obtidas quando da utilizacdo de dietas suplementadas com
6leos ou colesterol.

De acordo com LIMA et al. (1999), a administracao intraperitoneal do surfactante
na dose de 300 mg/kg de peso corporal em ratos foi eficaz na inducdo da
hipercolesterolemia observando-se um aumento de 108% nos niveis de triacilglicerois.

Foi demonstrado que a administracdo parenteral do surfactante em ratos adultos
induziu a hiperlipidemia e os niveis maximos de triglicérides e colesterol total
plasmaticos foram alcancados em 20 horas apds sua aplicacdo, seguido por um
declinio aos valores normais (SCHURR et al., 1972 apud PEREZ et al., 1999).



Resultados similares foram, posteriormente, obtidos por diversos autores (PEREZ et al.,
1999; OLIVEIRA et al., 2002a; HARNAFI et al., 2007).

Outro estudo utilizando uma Unica inje¢cao do surfactante na dose de 500 mg/kg
de massa corporea pela via intravenosa causou lipemia com niveis séricos elevados de
colesterol, triglicérides e HDL em ratos necropsiados um ou dois dias apds a aplicacéao
e os niveis lipidicos retornavam aos valores de normalidade no terceiro dia ap6s uma
unica injecao (LEVINE & SALTZMAN, 2007).

Informacdes semelhantes foram obtidas por OBARA et al. (1992), quando da
aplicacdo de 250 mg/kg de peso corporal por via intravenosa do mesmo surfactante e
realizada mensuracao dos niveis de colesterol e triglicérides antes e um, dois e quatro
dias ap6s a administracdo do surfactante. Obtiveram-se niveis elevados tanto de
colesterol, como de triglicérides, um e dois dias apds a injecao do surfactante e os
valores retornaram ao normal no quarto dia apés a utilizacao desta substancia.

LEVINE & SALTZMAN (2007), comprovaram que, para a obtencao de uma
hiperlipidemia persistente foram necessarias mais do que duas aplicacées de
surfactante por semana, pela via intravenosa, com um intervalo sem tratamento de um
ou dois dias entre as injegdes.

Raramente estudos com o surfactante sdo conduzidos de forma crdnica, pelo
fato de que os valores de triglicérides e colesterol retornam a faixa de normalidade
rapidamente apds sua administracdo. Entretanto, LEVINE & SALTZMAN (2007),
obtiveram niveis elevados e persistentes de forma ininterrupta dessas substancias
quando o surfactante fora administrado trés vezes por semana (segundas, quartas e
sextas-feiras) na dose de 500 mg/kg por via intravenosa em ratos, persistindo até trés
dias apds a ultima injecéo. Os niveis de colesterol obtidos neste estudo foram 10 a 20
vezes maiores do que o0s niveis dos animais controle (normais).

A obtencédo de niveis elevados de colesterol e triglicérides de forma continua
pode ser especialmente importante em estudos histopatolégicos para avaliacdo de
deposito de placas de ateromas. Contudo, se houver intervalos de tempo com niveis
lipidicos normais, a regeneracdo ou regressdao das lesGes ateromatosas serao
permissiveis (LEVINE & SALTZMAN, 2007).



Um dos poucos estudos com a utilizagdo crbénica do surfactante associado ao
exame histopatolégico, na dose de 250 mg/kg de peso corporal administrado por via
intravenosa a cada quatro dias durante dois meses em ratos, sugere que este pode
induzir a glomeruloesclerose focal, talvez pelo efeito téxico direto do tyloxapol nas
células glomerulares ou alternativamente, secundério as anormalidades lipidicas
induzidas pelo surfactante (OBARA et al., 1992).

As doses do surfactante descritas para indugdo de hiperlipidemia em ratos
variam de acordo com os estudos e estdo em intervalos de 100 a 600 mg/kg a partir de
uma solucéo previamente diluida com solucgéao fisiologica a 10% (OBARA et al., 1992;
LIMA et al., 1999; PEREZ et al., 1999; FAUTH et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002a;
TAKAHASHI et al., 2003; WANG et al., 2006; ABE et al., 2007; HARNAFI et al., 2007;
LEVINE & SALTZMAN, 2007; OLIVA et al., 2008).

A administracdo experimental do surfactante em ratos € descrita pelas vias
intravenosa e intraperitoneal. A aplicacao pela via intravenosa € um procedimento mais
trabalhoso e requer a utilizagdo de anestesia geral para a execucao. Porém, a via
intraperitoneal, apesar de proporcionar maior facilidade e praticidade na administracao
e apresentar indices reduzidos de falhas (5%) (MILLAR et al., 2005), pode induzir
lesbes inflamatérias no local da aplicacao (peritonite) (HARNAFI et al., 2007; LEVINE &
SALTZMAN, 2007).

2.3 Aterosclerose

A aterosclerose € uma doenca inflamatoria crénica de origem multifatorial que
ocorre em resposta a agressao endotelial, acometendo principalmente a camada intima
de artérias de médio e grande calibre (SPOSITO et al., 2007).

A aterosclerose caracteriza-se por lesées da tunica intima, denominadas
ateromas ou placas fibrogordurosas, que fazem protrusdo na luz do vaso e
enfraguecem a tunica média levando a uma série de complicagdées (DUQUE, 1998).

Em humanos, as artérias sofrem mudancas progressivas e graduais do

nascimento a morte, sendo dificil estabelecer onde os processos normais do



envelhecimento terminam e onde 0s processos patologicos iniciam, pois cada artéria
exibe seu padrao de envelhecimento. Acredita-se que o espessamento uniforme da
intima & um fenémeno normal do envelhecimento (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A formacdo da placa aterosclerética inicia-se com a agressdo ao endotélio
vascular devida a diversos fatores de risco como elevagdo de lipoproteinas
aterogénicas, hipertensao arterial ou tabagismo. Como consequéncia, a disfuncao
endotelial aumenta a permeabilidade da tunica intima as lipoproteinas plasmaticas
favorecendo a retencado das mesmas no espacgo subendotelial. Retidas, as particulas de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sofrem oxidagdo, causando a exposicdo de
diversos neo-epitopos, tornando-as imunogénicas. O depoésito de lipoproteinas na
parede arterial, processo-chave no inicio da aterogénese, ocorre de maneira
proporcional a concentracao dessas lipoproteinas no plasma (SIQUEIRA et al., 2006;
SPOSITO et al., 2007).

Além do aumento da permeabilidade as lipoproteinas, outra manifestacdo da
disfuncao endotelial € o surgimento de moléculas de adesao leucocitaria na superficie
endotelial, processo estimulado pela presenca de LDL oxidada. Essas moléculas de
adesao sao responsaveis pela atracdo de mondcitos e linfocitos para a parede arterial.
Induzidos por proteinas quimiotaticas, os monécitos migram para o0 espago
subendotelial onde se diferenciam em macréfagos, que por sua vez captam as LDL
oxidadas. Os macréfagos repletos de lipides sdao chamados células espumosas, o
principal componente das estrias gordurosas, lesdes macroscépicas iniciais da
aterosclerose (SPOSITO et al., 2007).

Alguns mediadores da inflamacdo estimulam a migracdo e proliferacdo das
células musculares lisas da camada média arterial para a camada intima, que passam a
produzir ndo so citocinas e fatores de crescimento, como também matriz extracelular
que formara parte da capa fibrosa da placa aterosclerética (STARY et al., 1994;
SPOSITO et al., 2007).

A placa aterosclerética plenamente desenvolvida é constituida por elementos
celulares, componentes da matriz extracelular e nucleo lipidico. Estes elementos

formam na placa aterosclerética, o nucleo lipidico, rico em colesterol e a capa fibrosa,
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rica em colageno. As placas estaveis caracterizam-se por predominio de colageno,
organizado em capa fibrosa espessa, escassas células inflamatérias e ndcleo lipidico
de proporcbes menores. As instaveis apresentam atividade inflamatéria intensa,
especialmente nas suas bordas laterais, com grande atividade proteolitica, nucleo
lipidico proeminente e capa fibrética ténue. A ruptura desta capa expde material lipidico
altamente trombogénico, levando a formagdo de um trombo sobrejacente. Este
processo, também conhecido por aterotrombose, € um dos principais determinantes das
manifestagdes clinicas da aterosclerose (SPOSITO et al., 2007).

As placas ateroscleréticas possuem trés componentes principais: (1) células,
incluindo células musculares lisas, macréfagos e leucécitos; (2) matriz extracelular do
tecido conjuntivo, incluindo colageno, fibras elasticas e proteoglicanas e (3) depésitos
lipidicos intracelulares e extracelulares. Os ateromas tipicos contém uma quantidade
relativamente abundante de lipideos. Entretanto, muitas das denominadas placas
fibrosas sdo compostas principalmente de células musculares lisas e tecido fibroso
(COTRAN & SCHOEN, 2000).

As lesodes ateroscleréticas sao classificadas histologicamente de acordo com a
sequéncia de progressdao de | a VI. A lesédo tipo | (inicial) contém quantidades
suficientes de LDL para provocar um aumento no numero de macréfagos. A lesdo do
tipo Il contém camadas de macrofagos espumosos e células musculares lisas com
lipideos no seu interior, classificadas também como “estria gordurosa”. A lesao do tipo
Il € um estagio intermediario entre o tipo Il e IV e caracteriza-se pela quantidade de
gotas lipidicas que causam disrupcao das células musculares lisas da intima. Estes
lipideos extracelulares sdo os precursores para a formacgado do “nucleo lipidico” maior
que caracteriza a lesao do tipo IV (STARY et al., 1994).

Em diversos estudos na espécie humana, o aparecimento das lesdes
ateromatosas esta intimamente relacionado a disfuncdo do metabolismo do colesterol
propiciado por uma hipercolesterolemia persistente (PEREZ et al., 1999).

A placa de ateroma tem sua formacado desencadeada por fatores de risco que
agem sobre o endotélio vascular, onde aumenta a producdo de substancias pro-

coagulantes, moléculas vasoativas, citocinas e fatores de crescimento, com elevacao
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da permeabilidade vascular e adesao de leucocitos e plaquetas. Esta fase pode ser
definida como estado inflamatério (SIQUEIRA et al., 2006).

Posteriormente, ha liberagdo de monécitos e linfécitos T, com proliferacao de
células musculares lisas induzindo a chamada lesdo intermediaria. Ocorrera
espessamento da parede arterial com consequente processo de remodelacao, liberacao
de mais macréfagos e linfécitos e posterior aparecimento de enzimas hidroliticas e
fatores de crescimento. Este fendmeno entrara em ciclos repetitivos com reestruturacao
da lesao, a qual apresentara capsula fibrosa com nlcleo de tecidos necrosados e
lipideos, levando assim a lesdo avancada ou complicada (SIQUEIRA et al., 2006).

Multiplas interacdes entre plaquetas, linfocitos T, macréfagos, células do musculo
liso, moléculas de adesdo e componentes genéticos tém sido documentadas e
provavelmente promovam o ambiente de inflamacao e crescimento necesséarios para
provocar injuria endotelial. Este processo € continuado pelo aumento de transporte por
transcitose da LDL para a camada intima, verificando-se o acumulo dessas
lipoproteinas, tanto na forma nativa quanto na oxidada, iniciando a formacéo da placa
de ateroma. Consequentemente, sob a persisténcia da interacdo destes fatores, a
inflamacdo crénica persiste, levando a uma cicatrizacdo inadequada da lesao.
Finalmente pode ocorrer a formacdo de trombo com a oclusdo do lumen vascular
(GOTTLIEB et al., 2005).

Embora qualquer artéria possa ser afetada, os principais alvos da doenca sao as
artérias aorta, coronarias e cerebrais, tendo como principais consequéncias infarto do
miocardio, isquemia cerebral e aneurisma aodrtico (GOTTLIEB et al., 2005; ARGENTA &
PEREIRA, 2009). Os vasos mais afetados, em ordem decrescente, sdo: aorta
abdominal, artérias coronarias, artérias popliteas, aorta toracica, carétidas internas e os
vasos do poligono de Willis (COTRAN & SCHOEN, 2000).

Na patogenia da doenca aterosclerética, um conjunto de fatores de risco
classicos e emergentes tem sido correlacionado, contudo, as lipoproteinas,
principalmente as LDL, tém ocupado um papel de destaque na etiologia desta afeccao,
ainda que, muitos individuos desenvolvam doenga cardiovascular na auséncia de
anormalidades do perfil das lipoproteinas (GOTTLIEB et al., 2005).
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A aterosclerose é considerada uma doenca imune-inflamatéria, na qual células
imunocompetentes, tais como mondcitos, macréfagos e linfocitos T, estdo presentes em
todos os estagios da lesado. A disfuncédo endotelial, considerada como passo inicial na
aterogénese, caracteriza-se por uma resposta inflamatoéria da parede vascular a injuria,
ou seja, um conjunto de reacdes celulares e moleculares a diversos agressores, dentre
eles o aumento da concentragdo de LDL e LDL modificada. Esta lipoproteina atua no
endotélio induzindo a expressao génica do fator estimulador de colénia de macréfagos
e da proteina quimiotatica para mondcitos 1, estimulando a replicacdo de macrofagos
no espaco sub-endotelial e recrutando mais células inflamatorias para a lesdo em
formacao. Os macroéfagos estimulam a proliferacdo de linfocitos T helper, seguindo,
desta forma, uma interacdo entre estas duas populagdes de células, cada qual
produzindo citocinas especificas, implementando o processo inflamatério crénico
caracteristico da doenca (SIQUEIRA et al., 2006).

Pesquisas realizadas apontam para a possibilidade de que, in vivo, uma pequena
quantidade de LDL eletronegativa desencadeie resposta inflamatéria no endotélio, e
que este efeito € mais pronunciado em individuos hipercolesterolémicos, nos quais a
proporcdo de LDL eletronegativa no plasma chega a ser oito vezes maior que nos
individuos normolipémicos (SIQUEIRA et al., 2006).

Esta idéia a respeito da patogénese da aterosclerose levanta questionamentos e
oportunidades na prevencado e terapia desta doenca. Portanto, o entendimento da
biologia basica da inflamacao na aterosclerose proporcionara um melhor suporte clinico
que podera alterar o caminho da préatica da medicina preventiva e propiciar beneficios
para a saude publica (GOTTLIEB et al., 2005).

Por esta razao torna-se necessaria a padronizacdo de um modelo experimental
de hiperlipidemia persistente e ininterrupta, em animais de laboratério, com a utilizagao
do surfactante e a avaliacdo da possivel capacidade aterogénica desta substancia em
duas, trés e quatro semanas, para futuros estudos histopatolégicos, a longo prazo, do

sistema cardiovascular.
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2.4 Metabolismo das lipoproteinas

Os lipideos, por serem parcialmente insoliveis no meio aquoso, Sao
transportados no organismo sob a forma de particulas denominadas lipoproteinas, que
sao formadas por uma capa hidrofilica constituida por fosfolipideos, colesterol livre e
proteinas, envolvendo um nucleo hidrofébico que contém triglicérides (TG) e colesterol
esterificado. As proteinas sdo denominadas apoliproteinas ou apoproteinas (apo).
Estas, além de sua funcao estrutural, interagem como receptores de membrana celular
e/ou atuam como co-fatores enzimaticos (SOUZA et al., 1996; SIQUEIRA et al., 2006;
SPOSITO et al., 2007).

Existem quatro grandes classes de lipoproteinas separadas em dois grupos: (1)
as ricas em TG, maiores e menos densas, representadas pelos quilomicrons (Qm), de
origem intestinal, e pelas lipoproteinas de densidade muito baixa ou “very low density
lipoprotein” (VLDL), de origem hepatica; e (2) as ricas em colesterol de densidade baixa
ou “low density lipoprotein” (LDL) e de densidade alta ou “high density lipoprotein”
(HDL). Existe ainda uma classe de lipoproteinas de densidade intermediaria ou
“intermediary density lipoprotein” (IDL) (SPOSITO et al., 2007).

As fontes de lipideos no organismo sao originarias da sintese enddégena ou
exbégena (alimentacdo) (SIQUEIRA et al., 2006). O ciclo exégeno se inicia com a
absorcao do material lipidico proveniente da alimentagdo e sua incorporagdao nos Qm
sintetizados pelas células intestinais. Caracterizam-se por transportar o colesterol da
dieta e ser rico em TG, tendo como apo fundamental a B-48. Os Qm entram na
circulacdo linfatica e alcangam a corrente sanguinea pelo ducto toracico, podendo
receber diferentes apos (A, C e E) de outras lipoproteinas. Nos capilares, os Qm entram
em contato com a LLP que, ativada pela apo C-Il, hidrolisa os TG, retira os acidos
graxos e torna-os particulas de menor tamanho - remanescentes de quilomicrons (R-
Qm). Os R-Qm sao removidos da circulagdo pelos receptores localizados nas células
hepaticas, sendo entdo metabolizados. A enzima LLP é, particularmente, ativa no
endotélio capilar (SOUZA et al., 1996; SIQUEIRA et al., 2006).
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O ciclo endbgeno tem inicio com a sintese hepatica das VLDL, as quais contém
principalmente TG e as apos B-100, E e C. Na circulagéo capilar, as VLDL entram em
contato com a LLP, dando origem aos remanescentes de VLDL (R-VLDL) ou IDL. Estas
particulas seguem dois caminhos: cerca de dois tergcos das IDL podem ser captados
pelo figado, pelos receptores de apo B/E e degradados em seus componentes. O terco
restante sofre acdo da lipase hepatica, principalmente no figado, formando as LDL.
Tanto as LDL como as IDL s&o retiradas da circulacdo pelos receptores celulares B/E,
existentes principalmente no figado. Vale salientar que as LDL sdo as principais
carreadoras de colesterol para os tecidos periféricos em humanos, entretanto em caes
e gatos a maior parte do colesterol é transportado pelas HDL, motivo este que faz com
que a hiperlipidemia seja uma situagdo pouco frequente nestas espécies (CASTRO,
2008a). Uma vez no interior das células, as LDL sédo fragmentadas, liberando colesterol
e aminoacidos (SPOSITO et al., 2007).

Parte do material liberado pela acdo da LLP sobre os Qm e as VLDL sao
utilizados na formacéao de outra lipoproteina: HDL. As particulas de HDL, sintetizadas
no intestino e no figado, tém como principais componentes a apo A-l (adquirida
principalmente no figado) e os fosfolipideos. As HDL tém grande importancia no
transporte de colesterol dos tecidos periféricos para o figado (transporte reverso de
colesterol). As HDL captam colesterol ndo esterificado dos tecidos periféricos pela acao
da enzima lecitina-colesterol-acil-transferase (LCAT) e entdo levam o colesterol para o
figado diretamente e transferem os ésteres de colesterol para outras lipoproteinas,
principalmente as VLDL, pela agdo de uma proteina de transferéncia de ésteres de
colesterol (CETP). O cdo ndo apresenta esta proteina explicando, assim, o motivo pelo
qual o colesterol permanece ligado a lipoproteina HDL. Provavelmente nesta espécie, o
transporte reverso de colesterol seja efetuado por um receptor hepatico para HDL. Uma
vez no figado, o colesterol proveniente dos tecidos pode ser reaproveitado, participando
de outras vias metabdlicas, ou excretado na bile, principal via de eliminacdo, com
reabsorcdo de cerca de dois tercos do mesmo, através do ciclo éntero-hepatico
(SOUZA et al., 1996; SIQUEIRA et al., 2006; SPOSITO et al., 2007).
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2.5 Aspectos histolégicos normais das artérias

As artérias sdo normalmente compostas de trés tlnicas ou camadas, nomeadas
tlnica intima, média e adventicia (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A tunica intima, camada mais interna, apresenta uma camada de células
endoteliais apoiada em uma camada de tecido conjuntivo frouxo, camada subendotelial,
a qual pode conter, ocasionalmente, células musculares lisas. Ela esta separada da
média por uma lamina elastica interna, componente mais externo da intima. Esta
lamina, composta principalmente de elastina, possui fenestras que permitem a difuséo
de substancias para nutrir células situadas mais profundamente na parede do vaso.
Como resultado da auséncia de pressao sanguinea e da contragdo do vaso por ocasiao
da morte, a lamina elastica interna das artérias geralmente apresenta um aspecto
ondulado nos cortes histolégicos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A tunica média é constituida principalmente por camadas concéntricas de células
musculares lisas organizadas helicoidalmente. Interpostas entre as células musculares
lisas existem quantidades variaveis de fibras e lamelas elésticas, fibras reticulares
(colageno do tipo Ill), proteoglicanas e glicoproteinas. As células musculares lisas sao
as responsaveis pela produgédo destas moléculas da matriz extracelular. Nas artérias, a
tunica média possui uma lamina elastica externa mais delgada que separa esta da
tunica adventicia (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A tdnica adventicia consiste principalmente em colageno do tipo | e fibras
elasticas. A camada adventicia torna-se gradualmente continua com o tecido conjuntivo
do érgao pelo qual o vaso sanguineo esta passando. Também sdo encontrados, nesta
tunica, capilares linfaticos, vasa vasorum (vasos dos vasos), e nervos, podendo estas
estruturas penetrar até a porgcao mais externa da média (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2008).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais, alimentacao e instalacoes

Para este estudo foram utilizados 28 ratos Wistar, machos, albinos, adultos com
peso médio de 200 g e higidos, provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Botucatu/SP. Estes animais foram adaptados em gaiolas no Biotério do Hospital
Veterinario “Dr. Halim Atique” do Centro Universitario de Rio Preto (UNIRP), Sdo José
do Rio Preto - SP, com temperatura controlada e ciclo de claro-escuro de 12 horas e
receberam 4gua e ragdo' para manutencéo ad libitum, durante 30 dias consecutivos.

3.2 Procedimento experimental

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais formados por sete
animais cada, a saber: Grupo | — (controle), recebeu 1,5 mL de solucéo fisiolégica via
intraperitoneal a cada 48 horas, durante quatro semanas consecutivas; Grupo Il —
tratado com surfactante?, na dose de 500 mg/kg de peso corporal, via intraperitoneal a
cada 48 horas, durante duas semanas consecutivas; Grupo Il — tratado com
surfactante? na dose de 500 mg/kg de peso corporal, via intraperitoneal a cada 48
horas, durante trés semanas consecutivas; Grupo IV — tratado com surfactante? na dose
de 500 mg/kg de peso corporal, via intraperitoneal a cada 48 horas, durante quatro
semanas consecutivas.

Apbs 48 horas do término dos tempos descritos para cada grupo experimental,
os animais foram submetidos a jejum alimentar de 16 horas e, em seguida, foram
anestesiados com éter etilico, via inalatéria, para a colheita de sangue por puncao
cardiaca, visando o estudo bioquimico dos niveis séricos de colesterol total, triglicérides

' Labina® - Purina
2 Tyloxapol - Triton WR 1339° Sigma-Aldrich Biotechnology LP
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HDL e LDL. Apéds a colheita de sangue sem anticoagulante, este foi acondicionado em
tubos e centrifugado a 1500 G, durante 10 minutos. A amostra de soro obtida foi
congelada a — 20°C até o momento do processamento. A seguir, 0s animais foram
eutanasiados, mediante o aprofundamento anestésico com o mesmo farmaco, para a
colheita da regido do arco aértico, com o intuito de investigar, valendo-se de anélises
morfolégica e morfométrica, a possivel formacao de ateroma no arco aértico, induzido

pelo uso do surfactante mencionado.
3.3 Procedimentos morfolégico e morfométrico

Apébs a eutanasia dos animais, a regidao do arco aortico foi colhida e lavada
cuidadosamente em solucdo salina e fixada em solugdo de Bouin durante 24 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, foi processada rotineiramente para inclusdo em
histosec visando a obtencdo de cortes histolégicos, realizando-se microtomias semi-
seriadas a espessura de 5 um, com intervalos de 100 um, os quais foram corados pelas
técnicas do tricrémico de Masson (TOLOSA et al., 2003). Mediante o sistema analisador
de imagens® acoplado a um microscépio binocular®, as |aminas foram observadas e
fotomicrografadas para os estudos morfolégico e morfométrico. Neste ultimo foram
avaliadas, em micrdmetros, as espessuras das tunicas intima, média e adventicia. Para
cada animal foram confeccionadas cinco laminas, coradas com as coloragdes
supracitadas, com cinco cortes histoldgicos cada, perfazendo-se 25 cortes por animal e
175 por grupo experimental.

3.4 Avaliacao do perfil lipidico sérico

Apbs descongelamento, as amostras de soro foram utilizadas para as
determinacdes dos niveis séricos de colesterol total, triglicérides, HDL e LDL pelos

®Image Pro-plus
*Olympus
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métodos enzimaticos® no Laboratério de Andlises Clinicas do Departamento de Clinica
e Cirurgia Veterinaria da FCAV, Campus de Jaboticabal, UNESP. Todas as analises
foram feitas em duplicatas.

O perfil lipidico pode ser obtido através de determinacdes bioquimicas do
colesterol total, colesterol ligado a HDL ou HDL, colesterol ligado a LDL ou LDL e
triglicérides, apos jejum de 12 a 14 horas. O LDL também pode ser calculado pela
equacao de Friedewald (JOHNSON et al., 1997; SOUZA et al., 2003), que corresponde
a LDL: colesterol total - HDL - TG/5, onde TG/5 representa o VLDL. Contudo, em
pacientes com hipertrigliceridemia intensa (TG maior que 400 mg/dL) esta equacgao é
imprecisa (CORDOVA et al., 2004; SPOSITO et al., 2007). No presente estudo, como
houve elevacao nos niveis de triglicérides séricos (> 400 mg/dL) apds inducéo pelo
surfactante, a obtencado dos valores de LDL foi realizada por dosagem bioquimica
direta.

Também através da equacédo de Friedewald, os valores de VLDL podem ser
obtidos através de uma formula, que corresponde a VLDL: TG/5, entretanto da mesma
forma que a dosagem de LDL, diante de valores de triglicérides acima de 400 mg/dL,
este calculo ndo € considerado confiavel. Assim, como ndo ha kit comercialmente

disponivel para tal mensuragéo, a obtengéo dos valores de VLDL n&o foi realizada.
3.5 Analise estatistica

Foi realizado delineamento inteiramente casualizado, com quatro grupos
amostrais de animais machos com peso homogéneo. Os pesos dos animais de cada
grupo apresentaram distribuicAo gaussiana pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (P
ajustado em 0,05) e nao foi detectada diferenca entre os grupos pelo teste de analise
de variancia (ANOVA) nao-pareado seguido pelo teste de Tukey.

*LABTEST
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O procedimento estatistico foi realizado mediante ANOVA para verificar a
diferenca entre os tratamentos dos grupos |, Il, Ill e IV. No caso das diferencas
significativas observadas entre os tratamentos foi utilizado o teste a posteriori de Tukey
para determinar entre quais tratamentos as diferengas ocorreram (comparacdo das
médias). Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo e as analises
foram realizadas no programa estatistico AgroEstat (Sistema para Analises Estatisticas

de Ensaios Agrondmicos) versao 1.0, 2009.
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4 RESULTADOS

4.1 Morfolégicos

4.1.1 Morfologia macroscdépica do arco aortico

A morfologia macroscépica do segmento do arco aértico esté ilustrada na Figura

1, regido esta utilizada para as analises histoldégica e morfométrica.

Figura 1. Segmento do arco adrtico
representado  esquematicamente  (seta
azul) e em detalhes (seta preta) na
fotografia, colhido para realizacdo das
andlises histolégicas, 3x (FCAV/Unesp -
Jaboticabal/SP, 2010).

4.1.2 Morfologia microscépica do arco aortico

Os resultados histologicos obtidos, neste estudo, sobre a morfologia do arco
aortico de ratos Wistar dos grupos controle (Grupo 1), tratados com tyloxapol por duas
semanas (Grupo 1), tratados com tyloxapol por trés semanas (Grupo lll) e tratados com
tyloxapol por quatro semanas (Grupo V) estao ilustrados na Figura 2.

A andlise do segmento do arco adrtico dos animais do grupo | evidenciou
aspecto histolégico normal para as tunicas intima, média e adventicia nesta porcao
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arterial (Figura 3). Na tunica intima, verificou-se endotélio constituido por tecido epitelial
simples pavimentoso, sustentado por tecido conjuntivo frouxo (subendotélio), seguido
pela membrana limitante elastica interna. Na tunica média observou-se fibras
musculares lisas entre fibras elasticas em abundancia. Notou-se ainda a presencga da
membrana limitante elastica externa, que delimita esta tlnica da tunica adventicia. A
tunica adventicia consistiu principalmente em fibras colagenas e elasticas e vasa
vasorum.

A analise do segmento do arco adrtico dos animais dos grupos Il (Figura 4), IlI
(Figura 5) e IV (Figura 6) revelou caracteristicas histolégicas semelhantes as do grupo |
(Figura 3), em todas as estruturas mencionadas, em relacdo ao aspecto e localizagéo e
nao houve formagéao de placa de ateroma.

Figura 2. Fotomicrografia do segmento do arco aoértico de ratos Wistar, dos grupos |, 11, Il
IV representados pelas letras A, B, C e D, respectivamente. Observa-se a Tunica Intima
(»), Média (—) e Adventicia (+====* »). Coloragdo: Tricrébmico de Masson, 10x
(FCAV/Unesp — Jaboticabal/SP, 2010).



Figura 3. Fotomicrografia do segmento do arco adrtico de ratos Wistar do grupo |
evidenciando na tunica intima o endotélio (E), o subendotélio (SE) e a membrana
limitante elastica interna (El); na tdnica média as fibras musculares lisas (ML)
entremeadas as fibras elasticas (FE) e a membrana limitante elastica externa (EE) e na
tunica adventicia as fibras colagenas (FC), as fibras elésticas (FE) e a vasa vasorum
(VV). Tricrémico de Masson, 40x (FCAV/Unesp — Jaboticabal/SP, 2010).

Figura 4. Fotomicrografia do segmento do arco aértico de ratos Wistar do grupo I
evidenciando na tunica intima o endotélio (E), o subendotélio (SE) e a membrana limitante
elastica interna (El); na tanica média as fibras musculares lisas (ML) entremeadas as
fibras elasticas (FE) e a membrana limitante elastica externa (EE) e na tunica adventicia
as fibras colagenas (FC), as fibras elasticas (FE) e a vasa vasorum (VV). Tricrémico de
Masson, 40x (FCAV/Unesp — Jaboticabal/SP, 2010).
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Figura 5. Fotomicrografia do segmento do arco aértico de ratos Wistar do grupo Il
evidenciando na tunica intima o endotélio (E), o subendotélio (SE) e a membrana limitante
elastica interna (El); na tdnica média as fibras musculares lisas (ML) entremeadas as
fibras elédsticas (FE) e a membrana limitante elastica externa (EE) e na tinica adventicia
as fibras colagenas (FC), as fibras elasticas (FE) e a vasa vasorum (VV). Tricrdmico de
Masson, 40x (FCAV/Unesp — Jaboticabal/SP, 2010).

Figura 6. Fotomicrografia do segmento do arco aodrtico de ratos Wistar do grupo IV
evidenciando na tunica intima o endotélio (E), o subendotélio (SE) e a membrana limitante
elastica interna (El); na tinica média as fibras musculares lisas (ML) entremeadas as
fibras elasticas (FE) e a membrana limitante elastica externa (EE) e na tunica adventicia
as fibras colagenas (FC), as fibras elésticas (FE) e a vasa vasorum (VV). Tricrdmico de
Masson, 40x (FCAV/Unesp — Jaboticabal/SP, 2010).
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4.2 Morfométricos

A analise estatistica dos resultados referentes aos valores médios * erro padrao
da média (EPM) da espessura das tunicas intima, média e adventicia do segmento do
arco adrtico, obtidos neste estudo, estao expostos nas Figuras de 7 a 9.

Os valores da espessura da tunica intima, em pym, indicaram que o grupo Il
diferiu significativamente (p<0,05) dos grupos |, Il e IV, os quais ndo diferiram entre si
(p=0,05) (Figura 7).

4 ™
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Figura 7. Valores médios + EPM da espessura, em pm, da Tunica intima do
segmento do arco adrtico de ratos Wistar, dos grupos controle (Grupo |), tratados
com tyloxapol por duas semanas (Grupo Il), tratados com tyloxapol por trés
semanas (Grupo Ill) e tratados com tyloxapol por quatro semanas (Grupo V).
Letras diferentes denotam significAncia (p<0,05) pelo teste de Tukey (FCAV/Unesp
— Jaboticabal/SP, 2010).
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Os valores da espessura da tunica média, em pm, evidenciaram que nao houve

diferenca significativa (p=0,05) entre os grupos |, II, lll e IV (Figura 8).
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Figura 8. Valores médios + EPM da espessura, em um, da Tunica Média do
segmento do arco aértico de ratos Wistar, dos grupos controle (Grupo 1), tratados
com tyloxapol por duas semanas (Grupo ll), tratados com tyloxapol por trés
semanas (Grupo lll) e tratados com tyloxapol por quatro semanas (Grupo V).
Letras diferentes denotam significAncia (p<0,05) pelo teste de Tukey

(FCAV/Unesp — Jaboticabal/SP, 2010).
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Os valores da espessura da tunica adventicia, em um, revelaram que nao houve

diferenga significativa (p=0,05) entre os grupos |, I, lll e IV (Figura 9).
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Figura 9. Valores médios £ EPM da espessura, em pm, da Tdnica Adventicia do
segmento do arco aértico de ratos Wistar, dos grupos controle (Grupo 1), tratados
com tyloxapol por duas semanas (Grupo ll), tratados com tyloxapol por trés
semanas (Grupo lll) e tratados com tyloxapol por quatro semanas (Grupo V).
Letras diferentes denotam significAncia (p<0,05) pelo teste de Tukey

(FCAV/Unesp — Jaboticabal/SP, 2010).
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4.3 Perfil lipidico sérico

A analise estatistica dos resultados referentes aos valores meédios + EPM do
perfil lipidico sérico, obtidos neste estudo estdo expressos nas Figuras de 10 a 13.

Os valores de colesterol total, em mg/dL, revelaram que o grupo Il diferiu
significativamente (p<0,05) do grupo |, porém néo diferiu (p=0,05) dos grupos Il e IV.
N&ao houve diferencga estatistica (p=0,05) entre os grupos I, Il e IV (Figura 10).
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Figura 10. Valores médios £+ EPM dos niveis séricos de Colesterol Total, em
mg/dL, de ratos Wistar, dos grupos controle (Grupo I), tratados com tyloxapol por
duas semanas (Grupo ll), tratados com tyloxapol por trés semanas (Grupo Ill) e
tratados com tyloxapol por quatro semanas (Grupo V). Letras diferentes denotam
significancia (p<0,05) pelo teste de Tukey (FCAV/Unesp — Jaboticabal/SP, 2010).
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Os valores de Triglicérides, em mg/dL, evidenciaram que o grupo | diferiu
significativamente (p<0,05) do grupo Ill, porém néao diferiu (p=0,05) dos grupos Il e IV.

Os grupos I, lll e IV ndo apresentaram diferencgas estatisticas entre si (p=0,05) (Figura
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Figura 11. Valores médios + EPM dos niveis séricos de Triglicérides, em mg/dL,
de ratos Wistar, dos grupos controle (Grupo 1), tratados com tyloxapol por duas
semanas (Grupo ll), tratados com tyloxapol por trés semanas (Grupo Ill) e
tratados com tyloxapol por quatro semanas (Grupo IV). Letras diferentes
denotam significancia
Jaboticabal/SP, 2010).
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Os valores de HDL, em mg/dL, indicaram que o grupo | diferiu significativamente
(p=<0,05) do grupo lll, porém nao diferiu (p=0,05) dos grupos Il e IV. Os grupos I, lll e IV
nao apresentaram diferencas estatisticas entre si (p=0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Valores médios + EPM dos niveis séricos de HDL, em mg/dL, de ratos
Wistar, dos grupos controle (Grupo 1), tratados com tyloxapol por duas semanas
(Grupo II), tratados com tyloxapol por trés semanas (Grupo Ill) e tratados com
tyloxapol por quatro semanas (Grupo V). Letras diferentes denotam significancia

(p<0,05) pelo teste de Tukey (FCAV/Unesp — Jaboticabal/SP, 2010).
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Os valores de LDL, em mg/dL, indicaram que o grupo | diferiu significativamente
(p=<0,05) do grupo lll, porém nao diferiu (p=0,05) dos grupos Il e IV. Os grupos Il, lll e IV
nao apresentaram diferencgas estatisticas entre si (p=0,05) (Figura 13).
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Figura 13. Valores médios + EPM dos niveis séricos de LDL, em mg/dL, de ratos
Wistar, dos grupos controle (Grupo |), tratados com tyloxapol por duas semanas
(Grupo II), tratados com tyloxapol por trés semanas (Grupo Ill) e tratados com
tyloxapol por quatro semanas (Grupo V). Letras diferentes denotam significancia
(p<0,05) pelo teste de Tukey (FCAV/Unesp — Jaboticabal/SP, 2010).
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5 DISCUSSAO

De acordo com LEVINE & SALTZMAN (2007), estudos preliminares
demonstraram que a administragdo do surfactante pelas vias subcutidnea e
intraperitoneal induziu inflamagdo no subcutdneo e no peritbneo, respectivamente, o
que seria inadequado, especialmente em animais de experimento. Entretanto MILLAR
et al. (2005), constataram que a via intraperitoneal apresentou vantagens em relagao a
intravenosa por proporcionar maior facilidade e praticidade na administracdo sem a
necessidade da utilizacdo de anestesia geral, auséncia de inflamacdo no local da
aplicagédo (OLIVEIRA et al., 2002b; TAKAHASHI et al., 2003) e por apresentar indices
reduzidos de falhas (5%). Corroborando com os achados de MILLAR et al. (2005), a
aplicacdo do surfactante através da via intraperitoneal foi bem tolerada, de facil
contengdo e manuseio dos animais experimentais e nao foi observado nenhum tipo de
reacdo adversa durante todo o periodo experimental. A forma de administracdo por
meio de aplicagdo intraperitoneal foi extremamente eficiente, pois n&o houve
desperdicio do principio ativo, além de facil a contengdo e manuseio por uma unica
pessoa. Os animais experimentais nao apresentaram nenhuma evidéncia de inflamacao
no local da aplicacdo, através da inspecdo macroscépica do peritbneo durante a
necropsia, conforme os dados de OLIVEIRA et al. (2002b); TAKAHASHI et al. (2003),
além de nao ter havido perda de animais durante todo o periodo experimental.

A dose do surfactante utilizada (500 mg/kg de peso corporal) foi eficiente em
elevar o perfil lipidico sérico e induzir lipemia intensa nos ratos estudados, o que reflete
0s achados de estudos prévios em que as doses de tyloxapol descritas para a mesma
funcado estdo em intervalos de 100 a 600 mg/kg de peso corporal a partir de uma
solucao previamente diluida com solucgao fisiolégica a 10% (OBARA et al., 1992; LIMA
et al., 1999; PEREZ et al., 1999; FAUTH et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002a;
TAKAHASHI et al., 2003; WANG et al., 2006; ABE et al., 2007; HARNAFI et al., 2007;
LEVINE & SALTZMAN, 2007; OLIVA et al., 2008).

Houve certa dificuldade na diluicdo prévia do surfactante em solucao fisiolégica
para obtencdo de uma solugdo a 10%, ja que o surfactante é extremamente oleoso.
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Desta forma este procedimento teve que ser feito lentamente com homogeneizagéao
constante, o que néo foi relatado em estudos anteriores.

Houve elevacao acentuada das concentracoes de colesterol, triglicérides, LDL e
HDL induzidos pelo surfactante neste experimento. Dietas suplementadas com 6leos ou
acrescidas de colesterol tém sido comumente utilizadas para inducao da hiperlipidemia
em ratos, entretanto as concentragfes obtidas nesse caso sdo menores comparadas as
encontradas com a utilizagdo do surfactante. De acordo com MORAIS et al. (20083),
apos 56 dias de suplementagao dietética com 6leos de soja, canola, azeite de oliva e
gordura suina em niveis de 7% e 14%, houve aumento nos valores de colesterol total,
HDL e LDL+VLDL séricos quando a fonte foi gordura suina a 14%, porém em niveis
reduzidos comparados aos encontrados quando da utilizagdo do surfactante nos
animais aqui estudados.

Entretanto, a hipercolesterolemia induzida por LIMA et al. (2001), em coelhos
utilizando-se racao acrescida de colesterol a 1% e &cido célico 0,1% durante 28 dias
correspondeu a 1.590,40 mg/dl £136,75 e foi considerada proporcional aos valores
obtidos nesse estudo com a utilizacdo do surfactante.

LEVINE & SALTZMAN (2007), descreveram que uma UuUnica injecao
intraperitoneal do surfactante na dose de 500 mg/kg de peso corporal causou lipemia e
induziu niveis elevados de colesterol, triglicérides e HDL em ratos um e dois dias apés a
aplicacao; e esses valores eram dez vezes ou mais elevados comparados ao grupo
controle. Informacdes semelhantes foram obtidas por OBARA et al. (1992), utilizando a
dose de 250 mg/kg de peso corporal por via intravenosa do mesmo surfactante. Os
valores obtidos foram elevados tanto de colesterol, como de triglicérides, um e dois dias
apdés a injecao do surfactante e estes retornaram ao normal no quarto dia apoés a
utilizagdo desta substancia. Concordando com OBARA et al. (1992) e LEVINE &
SALTZMAN (2007), OLIVEIRA et al. (2002a), constataram elevacdo dos niveis de
colesterol, HDL e triacilglicerdis em ratos apds 43 horas da administracdo do
surfactante na dose de 300 mg/kg de peso corporal pela via intraperitoneal.
Corroborando com OBARA et al. (1992); OLIVEIRA et al. (2002a); LEVINE &
SALTZMAN (2007), no presente estudo, apds 48 horas da ultima administracdo do
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surfactante foi evidenciada lipemia, mesmo apo6s jejum alimentar de 16 horas, e
elevacao das concentracées de colesterol, triglicérides, HDL e LDL 10 vezes mais
intensa comparadas aos valores do grupo controle.

LEVINE & SALTZMAN (2007), demonstraram que, para obtencdo de
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia ininterruptas e persistentes (uma, duas e trés
semanas), foram necessarias trés injecées do surfactante por semana com intervalo de
um ou dois dias entre elas. Assim, a hiperlipidemia foi mantida até trés dias apds a
ultima injegéo e a concentragao de colesterol, nesse caso, eram 10 a 20 vezes maiores
comparadas aos valores normais. No presente estudo, corroborando com os achados
dos autores supracitados, as concentracdes de colesterol evidenciadas 48 horas apds a
ultima injegao do surfactante foram 18 vezes mais elevadas que aquelas encontradas
no grupo controle.

HARNAFI et al. (2007), descreveram que apés 7 € 24 horas da administracao do
surfactante na dose de 200 mg/kg de peso corporal pela via intraperitoneal houve
marcante aumento dos valores de colesterol e triglicérides, comparados ao grupo
controle. Os valores séricos de colesterol total aumentaram 109% e 270%,
respectivamente, comparados ao grupo controle e os valores de triglicérides
aumentaram mais que 20 e 12 vezes, respectivamente. No presente estudo, os valores
de colesterol total, obtidos 48 horas apdés a ultima administracdo do surfactante na dose
de 500 mg/kg de peso corporal realizada em dias alternados durante trés semanas,
aumentaram de forma significativa correspondendo a mais de 18 vezes (1745%)
comparados ao grupo controle. Quanto aos triglicérides, os valores alcancados foram
14 vezes mais elevados comparados ao grupo controle.

Em relagdo ao HDL e LDL, HARNAFI et al. (2007), perceberam que 7 e 24 horas
apds a injecao do surfactante os valores de HDL nao alteraram e os valores de LDL
aumentaram 328% e 653%, comparados ao grupo controle. No presente estudo, 48
horas apds a aplicacdo do surfactante os valores de HDL elevaram-se 1006%, diferindo
entdo dos achados de HARNAFI et al. (2007), e os valores de LDL elevaram 4236%,
comparados ao grupo controle.
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OLIVEIRA et al. (2002b), ao utilizarem o surfactante na dose de 300 mg/kg de
peso corporal, por via intraperitoneal diluido em solucéo salina, perceberam a eficiéncia
do mesmo na inducdo hiperlipidémica nos animais estudados, com valores de 152,7%
nos teores de colesterol total, 49,7% de HDL e 108% nos de triacilglicerdis 48 horas
apoés a aplicacao, comparados ao grupo controle. Concordando com o atual estudo que
obteve uma elevacdo de 1745% e 1006% nos niveis de colesterol total e HDL,
respectivamente, comparados ao grupo controle.

De acordo com TAKAHASHI et al. (2003), o mesmo surfactante foi utilizado na
dose de 400 mg/kg de peso corporal de ratos pela via intraperitoneal em uma solugcéao
previamente diluida a 10% e foi efetivo na inducdo de hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia, além de induzir lipemia intensa. Tais resultados refletem os
obtidos nesse estudo, porém na dose de 500 mg/kg de peso corporal.

Houve diferenca estatisticamente significativa, nas concentragdes de colesterol
total, triglicérides, HDL e LDL somente entre o grupo | (controle) e o grupo Il (tratados
por 3 semanas), talvez pelo fato de duas semanas de tratamento ndo terem sido
suficientes para elevar de forma expressiva os niveis lipidicos séricos e com quatro
semanas de tratamento (Grupo IV) imagina-se que os animais ja estavam adaptados
para metabolizar o surfactante exégeno.

Os resultados morfolégicos evidenciaram semelhanga e normalidade entre os
grupos experimentais, ora aqui estudados, quanto as estruturas pertinentes as tunicas
intima, média e adventicia, bem como a auséncia de ateroma na tunica intima.
Provavelmente, a histologia deste segmento arterial nao foi alterada pelo curto periodo
de administracado do surfactante, que desta forma nao desencadeou o inicio da cascata
de eventos aterogénicos, na regido endotelial. Esta suposicdo se respalda em
GOTTLIEB et al. (2005), ao descreverem que a aterogénese € um processo lento e
progressivo; pois segundo SPOSITO et al. (2007), a génese do ateroma aumenta a
permeabilidade da tdnica intima as lipoproteinas plasmaticas, favorecendo a retencao
das mesmas no espaco subendotelial. Assim, esta suposicdo fundamenta-se em
OBARA et al. (1992), que ao utilizarem o mesmo surfactante na dose de 250 mg/kg de
peso corporal em ratos, a cada 4 dias durante 2 meses, comprovaram que, em relacao
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a avaliacao histoldgica, houve um aumento significativo na porcentagem de glomérulos
com esclerose segmentar e células espumosas. Desta forma, em consequéncia, a
tinica média também manteve-se normal, uma vez que somente em lesdes
progressivas, segundo MARTINEZ-GONZALEZ et al. (2001), fatores quimiotaticos das
células musculares lisas da tunica média, ativados por citocinas e fatores de
crescimento liberados nas lesdes da tunica intima, induzem a proliferacao daquela
tnica, contribuindo assim para a evolugao das lesdes. Neste mesmo sentido, a tdnica
adventicia também se apresentou normal, corroborando com STARY et al. (1994), ao
mencionarem que somente em estagios avancados de lesdes ateroscleréticas ocorre
deformidade na tunica adventicia.

Quanto aos resultados morfométricos verificou-se que, somente na espessura da
tunica intima, houve diferenca estatisticamente significativa na comparacao entre o
grupo Il e os demais grupos experimentais, os quais néo diferiram entre si. Este grupo
apresentou os menores valores médios, fato este que permite aventar a hipbtese de
que esta diferenca tenha sido casual, considerando-se que o grupo Il, que recebeu
tratamento por duas semanas, nao diferiu do grupo controle e do grupo IV, que recebeu
tratamento por quatro semanas. Possivelmente a tunica intima, em todos os grupos
experimentais, revelou aspecto histolégico normal, ou seja, ndo apresentou ateroma em
consequéncia ao curto periodo de administracdo do surfactante, o que se respalda em
GOTTLIEB et al. (2005); SPOSITO et al. (2007) ao relatarem que, a aterosclerose é
uma doenca multifatorial, lenta e progressiva, resultante de uma série de respostas
celulares e moleculares altamente especificas. O acumulo de lipides, células
inflamatérias e elementos fibrosos, que se depositam na parede das artérias, sdo os
responsaveis pela formacdo de placas ou estrias gordurosas, que geralmente
ocasionam a obstrucao das mesmas.

STARY et al. (1994), descreveram que em lesdes avancadas, onde ocorre
grande acumulo de lipideos na intima levando a ruptura e deformacédo desta tunica,
estes mesmos depdsitos podem modificar a média (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008)
e a adventicia subjacentes, o que concorda com os achados encontrados nesse estudo,
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onde nao observou-se alteracdes histolégicas em nenhuma das tunicas supracitadas,
talvez em consequéncia do curto periodo de tempo experimental.

A realizacdo da avaliacao histolégica do arco aédrtico através da microscopia
eletrénica de varredura, talvez pudesse revelar lesdes iniciais na camada subendotelial,
as quais nao foram permissiveis a visualizagdao por meio da microscopia éptica.

Desta forma, baseado nos resultados encontrados nesse trabalho sugere-se que
o surfactante possa ser um agente indutor de hiperlipidemia, porém julgam-se
necessarios novos estudos com sua utilizagdo a partir de quatro semanas e com o
advento da microscopia eletrénica de varredura para verificar se ha desenvolvimento de
lesédo aterosclerética em arco aértico a longo prazo, tornando, desta forma, a utilizacéo
do surfactante em ratos um padrdao de modelo experimental para estudo da doencga
aterogénica.
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6 CONCLUSOES

Mediante os resultados obtidos neste estudo, concluiu-se que a administragao
intraperitoneal do surfactante tyloxapol, na dose de 500 mg/kg de peso corporal a cada
48 horas a ratos Wistar, durante um periodo de duas, trés e quatro semanas:

Nao foi suficiente para o desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas no segmento do
arco aortico estudado.

Na andlise morfométrica a espessura da tunica intima foi menor no grupo |ll comparada
aos grupos I, Il e IV e as tunicas média e adventicia nao apresentaram diferencas entre

0S grupos experimentais.

Induziu elevagdo das concentracdes de colesterol total, triglicérides, HDL e LDL,
entretanto s6 foi considerada estatisticamente significativa na comparagdo entre o

grupo controle e o grupo lll.
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Apéndice A. Valores médios da espessura, em um, das Tunicas Intima, Média e
Adventicia do segmento do arco aértico de ratos Wistar, dos grupos controle (Grupo I),
tratados com tyloxapol por duas semanas (Grupo lIl), tratados com tyloxapol por trés

semanas (Grupo lll) e tratados com tyloxapol por quatro semanas (Grupo V).

Grupos intima Média Adventicia
| 1,6942857 49,084286 23,735714

] 1,7514286 49,590000 27,622857

1] 1,4642857 45,258571 22,710000
v 1,8385714 50,140000 27,088571

Apéndice B. Valores médios dos niveis séricos de Colesterol Total, Triglicérides, LDL e
HDL, em mg/dL, de ratos Wistar, dos grupos controle (Grupo 1), tratados com tyloxapol
por duas semanas (Grupo ll), tratados com tyloxapol por trés semanas (Grupo lll) e

tratados com tyloxapol por quatro semanas (Grupo V).

Grupos Colesterol Total Triglicérides LDL HDL
I 61,112857 99,857143 4,2557143 42,714286
i 782,60143 1202,1429 95,200000 289,14714
]} 1128,0857 1473,1429 184,54857 472,49000
v 491,08000 1196,8571 131,70714 308,22000
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