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RESUMO

TONINI, G. C. Efeitos da Imunizacdo com Lipoproteina de Baixa Densidade
Oxidada na Aterosclerose Experimental Murina e no Modelo de Doenca Renal
Cronica. 2010. 105 f. Tese (Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A aterosclerose, principal causa de doenca cardiovascular, é uma afeccdo
inflamatoéria cronica e progressiva. Sabe-se o0s anticorpos contra LDL oxidada
(oxLDL) estdo envolvidos no desenvolvimento da lesdo aterosclerotica. Neste
trabalho induzimos a producdo desses anticorpos através da imunizacdo de
camundongos apoE™ (knock-out para a apolipoproteina E) e C57BI/6 com oxLDL. A
fim de se avaliar o impacto dessa imunizacdo avaliamos os perfis lipidico e de
anticorpos anti-oxLDL e anti-pepD, sendo que o pepD € um peptideo derivado da
apolipoproteina B. Animais apoE™ possuem maiores niveis de lipides soroldgicos
que animais C57BI/6, exeto de HDL. A imunizacdo com oxLDL n&o altera o perfil
lipidico desses animais. Todavia, 0os anticorpos anti-oxLDL das classes IgM e IgG e
da subclasse de IgG; evidenciaram aumento, apés a imunizacdo com oxLDL.
Anticorpos IgM anti-pepD aumentaram com a imunizacdo em animais C57BI/6 e nédo
nos apoE”". Acreditamos que isso ocorra porque nos animais C57BI/6 deva ocorrer
uma resposta primaria contra a oxLDL enquanto os apoE” ja deviam ter sido
estimulados por auto-antigenos. O adjuvante usado na imunizacdo estimula a
resposta Th2, e por isso ocorreu aumento de anticorpos IgG;, que por si pode
apresentar um efeito ateroprotetor. A aterosclerose pode ocorrer com maior
frequéncia, em individuos portadores de doencas renais crénicas. Para estudar essa
interferéncia submetemos os animais a um modelo de isquemia e reperfusdo renal
(I/R). A I/R promoveu aumento da concentracdo de TG. O aumento de anticorpos
IgG anti-oxLDL promovidos pela I/R sugere que o este procedimento desencadei um
processo inflamatorio que causa aumenta a oxidacdo de LDL. Desta forma,
concluimos que a I/R pode ser considerado um procedimento pré-aterosclerodtico. A
imunizacdo com oxLDL néo foi capaz de reverter os efeitos pro-aterogénicos

causados pela I/R.




Palavras-chave: Imunizagdo. Aterosclerose. Lipoproteina LDL. Nefropatias.
Peptideo.

ABSTRACT
TONINI, G. C. Effect of Immunization With Oxidized Low Density Lipoprotein in

Experimental Atherosclerosis Model and Chronic Kidney Disease Model. 2010.
105 p. Ph. D. Thesis (Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, S&o Paulo, 2010.

Atherosclerosis, the main cause of cardiovascular disease, is a chronic and
progressive inflammatory condition. It is known that the oxidized LDL (oxLDL)
antibodies are involved in the development of the atherosclerotic lesion. In the
present work we induced the formation of such antibodies through apoE”
immunization with oxLDL (knock-out mice for apolipoprotein E). In order to evaluate
the impact of this immunization we evaluate the lipids and antibody (anti-oxLDL and
anti-pepD — pep D is a peptide derived from apolipoprotein B) profile. The apoE”
animals used have higher seric levels of most lipids than C57BI/6 animals, the
exception being HDL. Despite male apoE"' mice having higher seric concentration of
triacyllglicerols, total cholesterol and LDL, literature points out that they have smaller
atherosclerotic lesions. The oxLDL immunization does not change apoE™ animals
lipid profile. However, there was evidence of increased anti-oxLDL antibodies of the
IgM, 1gG classes and IgG; sub-class after the oxLDL immunization. On its turn, anti-
pepD IgM antibodies increased with immunization in C57BI/6 animals only, and not in
apoE™. We believe this happened not as a primary immune response against oxLDL
in the apoE™", but rather from the atheroprotector effect caused by the increased 1gG;
subclass antibodies due to the Th2 answer stimulated by the adjuvant used in the
immunization. Atherosclerosis has a higher incidence in individuals with chronic renal
conditions. In order to study such interference, we submitted the animals to a renal
ischemia and reperfusion model (I/R). The I/R procedure increased TG
concentration, what can make atherosclerosis more severe. The increase in IgG anti-
oxLDL antibody caused by I/R suggests that the inflammation process set by the
procedure increases LDL oxidation. This way, we conclude that the I/R can be
considered a pro-atherosclerotic procedure. The oxLDL immunization was not able to
revert the atherogenic effect caused by I/R model.

Key words: Immunization. Atherosclerosis. LDL lipoprotein. Nephropathies. Peptide.
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1.1 ATEROSCLEROSE

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) as doencas
cardiovasculares sdo as principais causas de morte no mundo. Aproximadamente
17,1 milhdes de pessoas morreram devido doencas cardiovasculares em 2004,
representando 29% de todas as mortes globais. Ao longo dos ultimos anos a
mortalidade por causas cardiovasculares em paises desenvolvidos tem diminuido,
ao passo que em paises em desenvolvimento houve rapida elevacdo (BARRETO et
al.,, 2003; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). De acordo com as
projecbes da OMS, esta tendéncia tende a persistir, agravando ainda mais o quadro
de morbi-mortalidade nos paises em desenvolvimento. No Brasil, aproximadamente
27% dos O6bitos sdo de causa cardiovascular perfazendo um coeficiente de
mortalidade seis a sete vezes superiores aos observados para as doencas
infecciosas e parasitarias nos grandes centros urbanos. (MINISTERIO DA SAUDE,
2009). Estima-se que em 2030, 23,6 milhdes de pessoas morrerdo de doencas
cardiovasculares no mundo (WHO, 2010).

O 06nus econdbmico dessas doencas tem crescido exponencialmente nas
dltimas décadas. Dados previdenciarios indicam que no Brasil ocorre
aproximadamente um milhdo de internacdes por doencas cardiocirculatérias por ano,
com profundas repercussoes na forca de trabalho e com consequente custo social.
Em 2000, as doencas cardiovasculares foram responsaveis pela principal alocacéo
de recursos publicos em hospitalizacbes no Brasil, sendo a terceira causa de
permanéncia hospitalar prolongada. No periodo de 1991 a 2000, os custos
hospitalares atribuidos as doengas cardiovasculares tiveram uma alta de 176%
(SANTOS, 2001).

A OMS (WHO, 2006) relaciona mais de 300 fatores de risco associados ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, entre os quais destacam-se: género

(incidéncia aumentada em homens); idade (homens acima de 45 anos e mulheres
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pés-menopausa); histéria familiar de evento aterosclerético prematuro® (cardiopatia
coronariana, acidente vascular cerebral, doenca arterial periférica) em familiares de
primeiro grau; dislipidemias, principalmente nos casos em que ha altas
concentracbes plasmaticas de colesterol total (CT) e de lipoproteina de baixa
densidade (low density lipoprotein — LDL) e baixas concentracfes de lipoproteina de
alta densidade (high density lipoprotein — HDL); tabagismo; hipertensao arterial (>
140 x 90mmHg ou pacientes sob tratamento anti-hipertensivo); diabete melito;
sedentarismo; e, obesidade (indice de massa corpérea acima de 30) (HACKAM,;
ANAND, 2003; FRUCHART et al., 2004). Naghavi et al. (2003) afirmaram que a
presenca concomitante dos diversos fatores de risco acelera drasticamente a
aterogénese.

A aterosclerose é a doenca base das principais complicacdes cardiovasculares
gue afetam o homem na atualidade, tais como: infarto agudo do miocardio, angina
instavel, acidentes vasculares cerebrais, vasculopatias periféricas e aneurismas,
entre outras. Apesar de a aterosclerose ter inicio nos primeiros anos de vida suas
complicacBes aparecem acentuadamente apds a terceira década, devido a sua lenta
evolucdo. As diversas manifestacfes clinicas ocorrem, na maioria dos casos, apés a
ruptura de placas ateroscleroticas (WITZUM; STEINBERG, 1991).

Um grande numero de estudos epidemioldgicos e de metabolismo tem
estabelecido a relacdo entre altas concentracfes séricas de CT e o aumento da
suscetibilidade ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares, apontando as
dislipidemias, principalmente a hiperlipidemia, como fatores de risco mais
importantes. (ASCER et al., 2004). Entretanto, sabe-se que individuos com
concentragdes sorologicas de colesterol consideradas normais (CT <200mg/mL, LDL
<130mg/mL, HDL >40mg/mL e triacilglicer6is <150mg/mL) podem desenvolver
aterosclerose além de outras doencas cardiovasculares graves (RIDKER et al.,
2008). Desta maneira, o foco de muitos grupos de pesquisa foi alterado para as
lipoproteinas (LP) modificadas, principalmente para a LDL oxidada (oxLDL)
(CHAPPEY et al, 1995) e para a resposta imune envolvida no processo
aterosclerotico (FROSTEGARD et al., 1992). Anderson et al. (1987) demonstraram
que individuos com altos niveis plasmaticos de LDL total e, particularmente, da

forma oxidada (oxLDL) desenvolvem mais doencas coronarianas, sendo esta

! Considera-se prematuro o evento ocorrido em homens antes dos 55 anos e em mulheres antes dos 65 anos de
idade
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situacdo potencializada quando ha reducéo das concentracdes plasmaticas de HDL
(JOHNSON et al., 1991). Em estudos sobre a resposta imune contra oxLDL, alguns
pesquisadores mostram que anticorpos anti-oxLDL estdo correlacionados com a
modulacdo do processo aterosclerético e com o risco de desenvolvimento de
patologias secundérias a aterosclerose, onde pode ser evidenciada a presenca
de efeitos tanto pré-aterogénicos, quanto anti-aterogénicos.

1.1.1Lipidios e Lipoproteinas

Os lipidios séo elementos quimicos fundamentais para formacdo de todas as
células, secrecdo de vitaminas, bile, horménios esterdides e para producdo e
armazenamento de energia. Fisiologicamente, os principais sao: 0s acidos graxos
(AG), triacilglicerois (TG), fosfolipides (PL) e o colesterol (C). A principal
caracteristica dessas biomoléculas quimicamente heterogéneas € a insolubilidade
em agua. A solubilizacdo dos lipideos no meio aquoso depende de um arranjo
molecular, denominado de lipoproteina (LP) (Figura 1), no qual os TG e C
esterificado (CE) séo envolvidos por PL e C livre (CL), e, também, da interacédo entre
esses componentes com proteinas especificas, chamadas de apolipoproteinas (apo)
(HOEG; BREWER, 1986). As apo nado possuem funcdo apenas estrutural. Elas
contribuem para a regulacdo do metabolismo das LP: modulando a atividade de
enzimas, direcionando as LP aos locais de catabolismo e interagindo com receptores
celulares especificos e de alta afinidade (DONMA; DONMA, 1989). As principais
apo as apoA (A-l, A-ll e A-1V), apoB (B-48 e B-100), apoC (C-I, C-II e C-lll), apoD e
apoE (FRANCESCHINI, 1996).

Apesar de apresentarem a mesma estrutura basica (Figura 1), as LP diferem
guanto a composic¢ao, tamanho, mobilidade eletroforética e densidade. Como foram
originalmente analisadas através da ultracentrifugagédo, sendo separadas em varias
fragbes segundo, diferentes padrbes de densidade, passaram a ser designadas em
funcdo desta caracteristica. A Tabela 1 mostra algumas caracteristicas das
lipoproteinas plasmaticas, como densidade, tamanho, concentrac¢des de CE, CL, TG,
PL, TG e proteina (PR), bem como as principais apo (SANTOS, 2001).




20

apo et
integral

&

~
AN
~

apo

periférica

/ !
/ .
A >'\k Nticleo
}_ ,
\\,/

_/’Hidrofébico

Monocamada

dePL

Figura 1 — Esquema da estrutura bésica das lipoproteinas. Nucleo hidrofdbico constituido por TG
e CE, além de vitaminas lipossollveis, circundado por componentes anfifilicos, PL, CL e
um conjunto de proteina (apo). CE= colesterol Esterificado, CL= Colesterol Livre, TG=
Triacilglicerois, FL= fosfolipides, PR= proteinas

Tabela 1 — Caracteristicas das lipoproteinas plasméaticas

Lipoproteina Densidade | Diametro Composicéao (%) Apolipoproteina
(g/dL) A) CE|CL|TG|PL|PR

Quilomicron >0,95 800-5000 5 2 84 7 2 | B48, E, C, A, A-ll, A-IV

VLDL >1,006 300-800 12 7 55 | 18 8 B-100, E, C

IDL 1,006 -1,019 250-350 23 8 32 | 21 | 16 B-100, E, C

LDL 1,019 -1,063 180-280 38 | 10 9 22 | 21 B-100

HDL-2 1,063 -1,125 90-120 16 6 4 30 | 44 A-l, A-ll

HDL-3 1,125 -1,210 50-90 12 3 4 26 | 55 A-l, A-ll

FONTE: SANTOS, 2001
NOTA: Abreviaturas: CE= colesterol Esterificado, CL= Colesterol Livre, TG= Triacilglicerois, FL=
fosfolipides, PR= proteinas, VLDL= lipoproteina de densidade muito baixa, IDL= lipoproteina de
densidade intermediaria, LDL= lipoproteina de baixa densidade e HDL= lipoproteina de alta

densidade.
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1.1.2 Lipoproteina de Baixa densidade (LDL) e Lipoproteina de Baixa
densidade Oxidada (oxLDL)

A LDL é indispensavel ao fornecimento do colesterol usado no processo ativo
de divisdo celular, na sintese de membranas e na sintese de horménios e sais
biliares. (BROWN; KOVANEN; GOLDSTEIN, 1981; BROWN; GOLDSTEIN, 1986).
Sua captacdo € mediada pela a interagdo dos residuos de lisina da apoB com 0s
receptores especificos para LDL (receptores B-E). Ao entrar na célula o colesterol
exerce uma acado bloqueadora da producdo desses receptores B-E (BROWN;
GOLDSTEIN, 1986).

Em condi¢gbes normais, a camada endotelial das artérias representa uma
barreira para a livre difusdo de macromoléculas, contudo aproximadamente 15% da
LDL que circula no plasma atravessa o endotélio e penetra na camada intima (FRY
et al., 1986; VESSBY et al., 1987). Naturalmente, a entrada dessa lipoproteina na
parede vascular é diretamente proporcional a sua concentracdo plasmatica. Em
condic0es fisiologicas, a concentracdo de LDL na camada intima € vinte vezes maior
qgue no fluido intersticial, sendo essa considerada hipercolesterolémica em relacéo
ao fluido intersticial de outros tecidos. Essa diferenca, provavelmente, decorre da
falta de linfaticos na intima e da presenca de uma densa matriz extracelular de carga
negativa, que aprisiona certa propor¢cao de LDL (PENTIKAINEN et al., 2000).

Contudo, hd mecanismos fisiolégicos que tendem a diminuir a concentragcédo de
LDL na intima, como a atividade de células musculares, de mondcitos e a
capacidade de remocado HDL, que executam o chamado “transporte reverso do
colesterol”.

A maior concentracdo de LDL na intima arterial pode decorrer de:
concentragbes plasmaticas elevadas da LDL; alteragbes na funcionalidade
endotelial, por agédo de diferentes formas de injuria; dificuldades funcionais dos
monocitos e das células musculares lisas; transporte reverso de colesterol
insuficiente, por baixa concentragéo da fracdo HDL

Na regido subendotelial da intima a LDL pode ser modificada por enzimas,
como mieloperoxidase, xantina oxidase, NADPH-oxidase e fosfolipases (KLOUCHE
et al., 1998; KLOUCHE et al., 2000; LUSIS, 2000), por metilacéo, por glicacéo, por
agregacéo (KHOO et al., 1988) e/ou por oxidagao (GIDLUND et al., 1996; FERNVIK
et al., 2004). Assim, novos antigenos sao gerados (STEINBERG et al., 1989)
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induzindo diferentes respostas imunes. A modificacdo de LDL em oxLDL, in vivo,
comumente deve-se a espécies reativas de oxigénio, como o perdxido de hidrogénio
(H20,), produzidas por células ativadas (linfocitos, mondcitos/macréfagos, células
endoteliais e musculares lisas) (ESTERBAUER; WAG; PUHL, 1993; CARR;
MCCALL; FREI, 2000; CHEN; THOMAS; KEANEY, 2003). Estas espécies
desencadeiam uma sequéncia de reacdes na particula onde, inicialmente, ocorre a
peroxidacdo de seus acidos graxos poliinsaturados liberados dos PF, dando origem
a LDL minimamente oxidada. No decorrer do processo, 0s acidos graxos se
decompdem gerando cetonas e aldeidos reativos, 0os quais, interagindo com grupos
lisina e histidina da apoB, alteram a carga elétrica, a densidade e as propriedades
eletroforéticas da particula de LDL (KEANEY, 2000). Ao longo deste processo, a
apoB sofre degradacao gradual, gerando fragmentos polipeptidicos. (ESTERBAUER
et al.,, 1992). Além disso, a modificacdo de estrutura molecular impede seu
reconhecimento pelo receptor B-E, porém permite que passe a ser reconhecida por
receptores scavenger presentes nos macréfagos, cuja expressao ndo € auto-
regulavel pela concentracdo de colesterol intracelular. Por essa razdo, ha entrada
ininterrupta de LDL para o interior dos macrofagos, resultando em células com
gordura em demasia, chamadas de células espumosas (ou foam cell) (ENDEMANN
et al.,1993).

A oxLDL é um potente agente pro-inflamatorio: atua estimulando a camada de
células endoteliais a produzir moléculas de adesao celular como VCAM-1 (molécula-
1 de adesao da célula vascular), ICAM-1 (molécula-1 de adesao intercelular), fatores
de crescimento, tal como M-CSF (fator estimulador de colénia de macré6fago) e
proteinas quimiotaticas, como MCP-1 (proteina-1 quimiotatica para mondcitos),
resultando na adesao e no recrutamento de mondcitos e linfocitos circulantes para
dentro da parede arterial (LUSIS, 2000), aléem de aumentar a permeabilidade
vascular (SVENSJO et al., 2003). Na intima os mondcitos sofrem modificagdes
fenotipicas que os transformam em macréfagos, e por acdo quimiotatica da oxLDL,
sédo impedidos de retornarem ao sangue circulante (FROSTEGARD et al., 1996;
STEINBERG, 1997; QUINN et al., 1987; KIM et al., 1994).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Frosteg%C3%A5rd%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20JA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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1.1.3 Aterogénese

A aterosclerose pode ser definida como um processo inflamatério cronico e
degenerativo que acomete as grandes e meédias artérias, sendo caracterizada pelo
acumulo de lipideos, células inflamatorias e elementos fibrosos no espacgo
subendotelial da intima (VANDERLAAN; REARDON; GETZ, 2004; LUSIS, 2000).

Na literatura ndo ha um consenso a respeito do fenémeno inicial da
aterogénese: se, primeiramente, o endotélio sofre uma injuria ou se a LDL atravessa
a parede do vaso antes da injuria endotelial. Contudo, j& se sabe que: a LDL pode
atravessar a parede do vaso por difusdo simples (WILLIAMS; TABAS, 1995); a LDL
modificada (mLDL) pode lesionar o endotélio, e que o endotélio lesionado permite
um maior influxo de LDL (ROSS; GLOMSET, 1973, BACHEM et al., 1999). Como
descrito anteriormente, no espaco subendotelial a LDL é modificada pelo processo
de oxidagao.

A LDL minimamente modificada, ou seja, quando apenas a fracao lipidica esta
oxidada, induz maior adesdo de mondcitos, mas ndo de neutrofilos, as células
endoteliais (BERLINER, et al., 1990). A mLDL age nas células da intima e induz a
expressao de citocinas inflamatorias, quimiocinas e moléculas de adeséo levando a
aderéncia de mondcitos e linfocitos ao endotélio e a migracao destes para a camada
subendotelial. Nessa camada, ocorre a diferenciacdo dos mondcitos em macrofagos
(FROSTEGARD et al., 1996; STEINBERG, 1997; QUINN et al., 1987, KIM et al.,
1994).

O macrofago internaliza a mLDL através de receptores scavengers,
principalmente SR-A e CD36 (HARA; TAKETOMI, 1987; HASSALL, 1992), sem que
ocorra retroalimentacdo negativa na expressao desse tipo de receptor. Desta
maneira 0 macrofago fica repleto de goticulas citoplasmaticas de ésteres de
colesterol, passando a ser chamado de célula espumosa, e, juntamente com células
musculares e linfécitos T, formam as estrias gordurosas (LIBBY, 2000). Este é
considerado o primeiro estagio do processo aterosclerdtico e que pode ser formado
nos primeiros anos de vida (MUNRO; COTRAN, 1988).

As células espumosas secretam diversos mediadores inflamatérios incluindo
fator ativador de plaqueta (PAF), eicosanoides, interleucinas, fosfolipases e
metaloproteases. Em resposta a fatores de crescimento e citocinas secretados por

macrofagos e células T, células musculares lisas migram da camada média para a
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camada intima onde se proliferam e produzem matriz extracelular a fim de formar
uma capsula ao redor das células espumosas e do colesterol livre (LEE; LIBBY,
1997). Essa estria fibro-gordurosa caracteriza a fase intermediaria da leséo
aterosclerotica.

Placas avancadas tém um centro de células gordurosas, debris celulares e
lipidios extracelulares circundados por uma capa fibrosa de células musculares lisas
e matriz extracelular rica em colageno. Com a progressdo do processo
aterosclerotico, as citocinas inflamatérias inibem a proliferacdo das células
musculares lisas e a producdo de coldgeno e induzem a producdo de
metaloproteases que degradam o coldgeno enfraquecendo a lesdo o que a torna
suscetivel a ruptura (HANSSON et al., 1989; MACH, 1997; AMENTO, 1991).
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Figura 2 — Aterogénese. A LDL migrada sangue por difusdo simples para a camada intima,
onde é oxidada. A oxLDL estimula as células endoteliais a expressarem
moléculas de adesdo, e a producdo local de citocinas inflamatérias. Os
mondacitos séo recrutados para intima, se diferenciam em macréfagos, e passam

a captar oxLDL via receptores scavenger, transformando-se em células
espumosas.

FONTE: Adaptado de: GLASS; WITZTUM, 2001
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1.1.4 Modelos Animais Usados no Estudo da Aterosclerose

Devido a complexidade e a cronicidade da aterosclerose, associada a auséncia
de métodos de deteccdo ndo invasivos que permitam uma caracterizacao sequencial
da doenca, modelos animais tém sido utilizados para definir seus mecanismos
fisiopatolégicos e se tentar estabelecer alvos precisos para possiveis tratamentos.
Véarios modelos animais, como coelhos, porcos, primatas e roedores sao utilizados
em estudos de doencas cardiovasculares, todavia os mais utilizados sdo os
camundongos. No entanto, os camundongos selvagens sdo altamente resistentes ao
desenvolvimento de aterosclerose. Estes animais apresentam baixos niveis
sorologicos de VLDL (very low density lipoprotein) e LDL e a maior parte do
colesterol esta na fracdo de HDL, em resposta a uma dieta com baixos niveis de
lipideos e colesterol. Em camundongos selvagens a HDL é responsavel pelo
transporte de mais de 85% do colesterol plasmatico, enquanto que em humanos a
LDL é a principal LP transportadora de colesterol (65-85%) (HOFKER et al., 1998;
BRESLOW, 1996; PLUMP, et al.,1992). Apesar dessa diferenca metabdlica, os
camundongos sdo usados como modelos experimentais para o estudo da
aterosclerose por possuirem 0 mesmo conjunto de genes que controlam o
metabolismo de LP em humanos, com poucas excec¢des. Ainda sua utilizacdo é
facilitada pela rapida reproducdo, amplo conhecimento da sua genética e pelo
pequeno porte dos animais (VANDERLAAN et al., 2004; HOFKER et al., 1998).

As técnicas transgénicas, mormente a de knockout, tém possibilitado a criacao
de modelos murinos para o estudo da fisiopatologia e dos componentes especificos
do sistema imune na aterosclerose. Atualmente, dois modelos de camundongos
knockout, que desenvolvem hipercolesterolemia e aterosclerose sdo usados: 0s que
sdo knockout para a apoE (apoE” ) e os para receptor de LDL (LdIr"). Os apoE™
desenvolvem hipercolesterolemia e aterosclerose espontaneamente enquanto que
os LdIr” precisam ser alimentados com dieta rica em colesterol (ISHIBASHI et al.,
1993; VENIANT et al., 2001).
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1.1.4.1 Apolipoproteina E

A apoE é um componente constitutivo dos quilomicrons, e pode estar presente
na HDL, VLDL e IDL (intermediate density lipoprotein), sendo fundamental para a
estabilizacdo, solubilizacdo e catabolismo destas particulas. E sintetizada
principalmente pelos hepatdcitos, porém pode ser produzida em células de origem
hematopoiéticas, como os macréfagos. Atua no transporte de colesterol e outros
lipidios entre o tecido periférico e o figado, ligando-se a receptores especificos nas
células desses tecidos (MAHLEY; HUANG, 1999). A deficiéncia na apoE leva a uma
remocéao deficiente de quilomicrons remanescentes e de VLDL e IDL da circulagéo
(PLUMP et al., 1992).

Camundongos apoE” desenvolvem lesbes aterosclerdticas similares as
humanas, progredindo desde estrias gordurosas a placas fibrogordurosas e a lesGes
avancadas (PIEDRAHITA et al.,, 1992; PLUMP et al., 1992). Entretanto, seu perfil
lipidico difere do humano, uma vez que possuem preponderantemente elevacao na
fracdo VLDL.

A apoE possui diversas outras funcdes fisioldgicas como na coagulacao,
estresse oxidativo, homeostase das células neuronais e da glia, fungdo adrenal,
proliferacéo celular e inflamacédo. Na aterosclerose esta proteina apresenta um papel
protetor, uma vez que, sendo produzida localmente pelos macréfagos, promove o
efluxo do colesterol dessas células, reduz o estresse oxidativo e inibe os
mecanismos da inflamacao. (HARA; YOKOYAMA, 1991; HAYEK et al., 1994).

1.1.5 Anticorpos e Aterosclerose

Os diversos neo-antigenos formados a partir da modificacdo da LDL podem ser
reconhecidos por auto-anticorpos. Eles reagem ndo apenas contra antigenos de
natureza lipidica, como relatado na literatura (DAMASCENO et al., 2000), mas
também contra a parte protéica da LDL, sugerindo uma importante resposta imune
humoral contra a apoB (GIDLUND et al.,, 1996). O papel desse tipo de resposta
imune contra a oxLDL ainda gera muita controvérsia. Alguns estudos tentam
correlacionar altos niveis de anticorpos anti-oxLDL ao aumento do risco de

desenvolvimento de aterosclerose (HULTHE et al., 2001). Enquanto outros, mais
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recentes, mostram a existéncia de uma relacdo inversa entre niveis destes
anticorpos e a suscetibilidade a ocorréncia dessa doenca (SHOJI et al., 2000). Em
recente publicacédo, Ketelhuth et al., 2008 testaram fracfes de oxLDL separadas por
tamanho molecular contra soro de pacientes com doenca arterial coronariana (DAC)
e de controles normolipidémicos, sendo que este grupo apresentou titulos mais
elevados de anticorpos contra as fragcbes de maior peso molecular e o grupo DAC
contra fracGes de menor peso molecular.

Esses dados reforcam a hipOtese da existéncia de anticorpos contra
diferentes fragmentos da oxLDL. A suscetibilidade ou protecédo a aterosclerose
deve estar relacionada ndo s6 aos niveis destes anticorpos, mas também as
suas especificidades e suas diferentes classes e subclasses.

Apesar dos animais hiperlipidémicos apresentarem auto-anticorpos contra
oxLDL, o papel dos mesmos no processo aterosclerdtico ainda ndo esta
esclarecido. Alguns estudos tém demonstrado que anticorpos IgM séo anti-
aterogénicos por possibilitarem a remocéo de particulas de oxLDL através da
via classica de ativacdo do complemento por C1lg (SHAW et al., 2001; LEWIS
et al., 2009).

Como em muitas doencas inflamatoérias o balanco entre a resposta Thl e
Th2 influencia a progressdo da aterosclerose bem como nas subclasses de
anticorpos contra os antigenos especificos da doenca. A lesdo aterosclerotica
contém citocinas que promovem uma resposta tipo Thl, predominantemente.
Nao obstante, quando se analisa as subclasses de IgG anti-oxLDL em modelos
murinos tipicamente Thl (C57BI/6) a subclasse 1gG,, apresenta titulo maior
gue a subclasse IgG; (SCHULTE et al., 2008).

1.1.5.1. Anticorpos Naturais

Anticorpos naturais sdo uma classe de anticorpos, principalmente IgM,
que sao produzidos por células Bl sem a participacdo de células T. O
anticorpo natural IgM que promove protegcao contra infec¢gdes pneumococicas é
chamado de T15, (SHAW et al., 2000).

Camundongos apoE” possuem clones de IgM de anti-oxLDL s&o
idénticos aos T15 na regido variavel. Esses clones reconhecem a fosforilcolina
presente na parede celular de pneumococos, fosfolipides oxidados e células

apoptoticas e inibem a captacdo de oxLDL e de células apoptéticas por
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macréfagos (PALINSKI et al.,, 1996; HORKKO et al.,, 1999; CHANG et al.,
1999; SHAW et al., 2001). O efeito ateroprotetor desses anticorpos pode ser
através dessa inibicdo de captacdo de oxLDL com consequente inibicdo da
formacdo de células espumosas. A vacina anti-pneumococica reduz a

aterosclerose em modelos experimentais (BINDER et al., 2003).

1.1.6 Imunizacéao e Aterosclerose

Muitos estudos mostram a presenca de anticorpos IgM e IgG na placa
aterosclerdtica (ZHOU; HANSSON, 1999; HANSSON, 1979). Essas
observacdes sdo a base de muitas hipoteses a respeito da funcdo desses
anticorpos.

A imunizacédo de camundongos apoE”" com homélogo de homogeneizado
de placa aterosclerética ou MDA-LDL causa reducdo da lesdo aterosclerotica
(ZHOU et al., 2001; GEORGE et al., 1998). Estes estudos mostraram que a
presenca de anticorpos IgG contra estes antigenos foi o motivo dessa reducéo.

Outros estudos, observaram que a imunizacdo de animais apoE com
peptideos especificos da apoB também reduziram a aterosclerose
(FREDRIKSON et al., 2003; CHYU et al., 2005). Tratamento com IgG humana
recombinante contra peptideos da apoE também reduzem a ateroscerose
experimental (SCHIOPU et al., 2004).

1.1.6.1 Adjuvantes na imunizagao contra Aterosclerose

Os adjuvantes ("adjuvare" = auxiliar) sao substancias utilizadas como
estimuladores néo-especificos em associagdo a antigenos, com o objetivo
especifico de auxiliar ou potencializar a resposta imunologica que seria de
menor intensidade, se o antigeno fosse ministrado isoladamente. Além disso,
servem para evitar o catabolismo do antigeno, reté-lo no sitio de inoculagéo e
recrutar células imunes a interagirem com o imundégeno. Atuam, também,
ativando de maneira seletiva as subpopulacdes de células Theper (MITCHELL
et al., 2001).

O adjuvante influencia na apresentagdo antigénica, induz a producdo de

citocinas imunomoduladoras e age sobre as células apresentadoras de antigeno
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aumentando, acelerando, modificando ou prolongando a resposta imune especifica
ao antigeno. O adjuvante de Freund completo, composto por 6leo mineral e células
mortas de Mycobacterium tuberculosis, induz uma forte resposta Thl, DTH (delayed-
type hypersensitivity - hipersensibilidade tardia) e formagéao de anticorpos, enquanto
que o adjuvante de Freund incompleto, que ndo contém a micobacteria, induz a uma
resposta do tipo Th2, formacdo de anticorpo, porém nao induz DTH (NILSSON;
HANSSON; SHAH, 2005). Alum é usado como uma alternativa do adjuvante de
Freund por causar menos efeitos adversos. Este, junto com o fosfato de calcio, sdo
0s Unicos adjuvantes licenciados para o uso humano (LINDBLAD, 2004). Khallou-
Laschet et al. (2006) demonstraram que a injecao de Alum ou adjuvante de Freund
completo ou incompleto em camundongos apoE™ leva a uma grande reduc&o no
tamanho da lesdo aterosclerética. Outros estudos demonstram que a imunizacao de
coelhos e camundongos com adjuvante de Freund completo induz a formacgéao de
uma resposta imune pré-aterogénica contra HSP (XU et al., 1992; GEORGE et al.,
1999). Nos primeiros estagios de ativacdo do sistema imune na aterosclerose as
células Thl promovem o desenvolvimento dessa doenca (BINDER et al., 2002;
HANSSON et al.,, 2002). Neste cenério, adjuvantes que favorecam uma resposta
antiinflamatéria Th2 podem ser mais eficientes na imunizagdo contra a

aterosclerose.

1.1.7 Aterosclerose e Doenca Renal

A mortalidade por doengas cardiovasculares é 10-20 vezes maior em pacientes
com doencga renal crénica (FOLEY et al.,, 1998) devido ao fato de apresentarem
processos ateroscleréticos avangados.

Idade avancada, hipertenséao arterial, diabetes e dislipidemia sdo fatores de
risco comuns as doencas cardiovasculares e renais (LONGENECKER et al., 2002).
Contudo, Go et al. (2004) mostraram que somente a taxa de filtragdo glomerular
reduzida constitui fator de risco para o desenvolvimento de doenca
cardiovascular. Em estudo observacional de longo prazo, estratificado por
faixa etéria, foi demonstrado que o déficit de funcdo renal é um fator de risco
independente para a ocorréncia de eventos cardiovasculares e Obitos

decorrentes desses eventos (FRIED et al., 1998).
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E crescente o nimero de evidéncias que sugerem o efeito direto da
aterosclerose sobre a funcédo renal; em grande parte por causa da doenca
microvascular e intraglomerular que representam a fase silenciosa da isquemia
do rim (MEYRIER; HILL; SIMON, 1998; TEXTOR, 2004). Anormalidades na
funcdo deste 0Orgdo podem estar presentes nos primeiros estigios da
aterogénese e em pacientes com evidéncias de aterosclerose apenas
extrarenal (BAGGIO et al., 2001).

A patogénese envolvida na interacdo entre essas doencas ainda esta
pouco esclarecida, principalmente por serem doencas multifatoriais. Os
animais apoE™ tém sido utilizados a fim de se entender os mecanismos de
interacdo entre elas (KULAH et al., 2007; WEN et al., 2002; BUZELLO et al.,
2003). Knowles et al., 2000, estudando camundongos deficientes em oxido
nitrico sintase endotelial e em apoE observaram, em 4 meses, diminui¢cdo no
peso dos rins, aumento da creatinina plasmética, e um aumento do nimero de
glomérulos com depdsitos de lipidios, porém nédo explicaram o0 mecanismo
envolvido nesse processo.

Um modelo experimental usado para estudo de doencas renais cronicas € o de
isquemia e reperfusdo, onde se realiza a obstrugdo da via arterial do rim. Apés o
retorno do fluxo sanguineo para o parénquima renal ocorre o desencadeamento de
uma gama de eventos fisiopatologicos, caracterizados pela producdo de espécies
reativas de oxigénio, infiltrado de células inflamatorias, producédo de citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas (MOLITORIS, 1991).




2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste estudo foi de avaliar o efeito da imunizacdo com
oxLDL em um modelo experimental de aterosclerose espontanea utilizando-se
camundongos apoE”". Outrossim, objetivou-se também avaliar a influéncia dessa
imunizacdo em um modelo experimental de isquemia renal, onde apenas um rim

sofre isquemia e reperfuséo.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar a influéncia do adjuvante de Freund nas variaveis avaliadas.

2. Analisar a influéncia da imunizacdo com oxLDL na aterosclerose
experimental.

3. Analisar a influéncia do processo de isquemia e reperfusao renal na
aterosclerose experimental.

4. Analisar a influéncia da imunizacdo com oxLDL no processo de isquemia e

reperfuséo renal.

Para tanto as variaveis avaliadas foram: perfil lipidico (colesterol total e suas
fracbes — LDL, HDL e VLDL, triacilgliceréis), anticorpos anti-oxLDL e anti-pepD e

lesdo aterosclerdtica.




3 MATERIAIS E METODOS




35

3.1 ANIMAIS

No presente estudo foram utilizados camundongos C57Bl/6 selvagens e
camundongos deficientes do gene codificador para a apoE (apoE™) de background
C57BI/6 com idade inicial de 6-8 semanas.

A matriz dos animais apoE™ foi doada pela Professora Helena Coutinho Franco
de Oliveira do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da
Universidade de Campinas (Bar Harbor, ME). Camundongos apoE’ foram
desenvolvidos por Piedrahita et al. (1992) através da inativacdo do locus
responsavel pela producéo de apolipoproteina E.

Machos e fémeas foram usados para a avaliagcdo da imunizacdo com FIA e
com oxLDL. Para a avaliacdo da isquemia renal apenas machos foram usados.

Durante estudo, os animais foram mantidos em gaiolas com 4 animais, sob
iluminacéo de 12 h, com o fornecimento de rac&o e agua ad libitum.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica

da Universidade de Sao Paulo.

3.2 GRUPOS

Os experimentos foram sempre realizados de forma pareada nos grupos de
animais C57BI/6 e apoE™. As figuras 3-6 apresentam a diviséo dos grupos conforme
o procedimento realizado.
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Modelo animal C57Bll6
[
¥ ¥
Género FEMEAS MACHOS
v v v v
Imunizagao sem FIA oxLDL sem FIA oxLDL
Figura 3 — Esquema dos grupos experimentais realizados com camundongos C57BI/6. Os

animais que ndo receberam imunizagédo também néo receberam qualquer outra forma de
tratamento experimental (sem), apenas para se ter um controle experimental. Animais
FIA foram imunizado com 100 pL de veiculo (adjuvante de Freund incompleto — FIA —
emulsificado com PBS) primeiramente por via subcuténea na regido inguinal, seguido por
3 reforgcos de mesmo volume via intraperitoneal, no intervalo de 15 dias entre eles. Os
animais oxLDL foram imunizados seguindo o mesmo protocolo de imunizagdo que o0s
animais FIA, porém a oxLDL foi utilizada como antigeno na concentracao de 50ug/mL na
primeira imunizacéo e de 25ug/mL nos reforgos.

Modelo animal apoE+
[
¥ v
Género FEMEAS MACHOS
v v v v
Imunizagiao sem FIA oxLDL sem FIA oxLDL
Figura 4 — Esquema dos grupos experimentais realizados com camundongos apoE"' . Os

animais que ndo receberam imunizagédo também néo receberam qualquer outra forma de
tratamento experimental (sem), apenas para se ter um controle experimental. Animais
FIA foram imunizado com 100 pL de veiculo (adjuvante de Freund incompleto — FIA —
emulsificado com PBS) primeiramente por via subcutanea na regido inguinal, seguido por
3 reforgcos de mesmo volume via intraperitoneal, no intervalo de 15 dias entre eles. Os
animais oxLDL foram imunizados seguindo o mesmo protocolo de imunizagdo que os
animais FIA, porém a oxLDL foi utilizada como antigeno na concentracdo de 50ug/mL na
primeira imunizacdo e de 25ug/mL nos reforgos.
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Modelo animal C57Bli6

Imunizagao

Isquemia renal sEm

unilateral

Figura 5 -

Modelo animal apoE+

Imunizagao

Isquemia renal SEM

unilateral

Figura 6 —

sem oxLDL

SHAM VR SEM SHAM VR

TRATAMENTO TRATAMENTO

Esquema dos grupos experimentais realizados com camundongos C57BI/6 machos.
Os animais que nédo receberam qualquer forma de imunizacdo (sem) foram usados
apenas como controle. Os animais que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam
primeiramente uma dose de 50ug/mL de oxLDL em 100 pL veiculo (adjuvante de Freund
incompleto — FIA — emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforcos de
25 pg/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo intraperitonealmente, no intervalo de 15 dias
entre eles. Alguns animais foram submetidos procedimento cirdrgico no qual houve a
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle, outros
animais ndo sofreram qualquer procedimento (SEM TRATAMENTO).

sem oxLDL

v v v v

SEM
TRATAMENTO SHAM UR TRATAMENTO SHAM UR

Esquema dos grupos experimentais com camundongos apoE'/' machos. Os animais
que ndo receberam qualquer forma de imunizacdo (sem) foram usados apenas como
controle. Os animais que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente
uma dose de 50ug/mL de oxLDL em 100 uL veiculo (adjuvante de Freund incompleto —
FIA — emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforcos de 25 ug/mL de
oxLDL em 100 uL de veiculo intraperitonealmente, no intervalo de 15 dias entre eles.
Alguns animais foram submetidos procedimento cirlrgico no qual houve a isquemia renal
unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros animais sofreram
apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle, outros animais nao
sofreram qualquer procedimento (SEM TRATAMENTO).
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3.3 IMUNIZACOES

As imunizacdes foram realizadas seguindo-se o protocolo esquematizado na

figura 7.

15¢I:|ias | 15qias |

| 15 dias |
6— B meses | t |

I I

12 Imunizagao 1°Reforgo

I T

2° Reforgo 3°Reforgo

100pL de oxLDL na
concentragdode
50ug/mL de meio (
Adjuvante de Freund
incompletoem PBS,
1:1, vol:vol)ou 100pL
de meio

Via: subcutanea

—

100pL de oxLDL na
concentraciode
25ug/mL de meio (
Adjuvante de Freund
incompletoem PBS,
1:1, vol:vol)ou 100pL
de meio

Via: intraperitoneal

Figura 7 — Esquema do protocolo de imunizacéo utilizado durante o estudo. Animais de 6-8
semanas de vida receberam inicialmente 50ug/mL de oxLDL em 100 upL veiculo
(adjuvante de Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) subcutaneamente ou
apenas 100uL de veiculo , seguido por 3 reforcos de 25 ug/mL de oxLDL em 100 uL de
veiculo ou apenas 100uL de veiculo , intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre

eles.

3.3.1 Primeira Imunizacao

Na primeira imunizacdo foi injetado subcutaneamente na regido inguinal 50

ug/mL de antigeno, oxLDL, emulsificado em 100 puL de meio (Adjuvante de Freund

incompleto [Sigma] + PBS, 1:1, vol:vol) por animal (FREIGANG et al., 1998) ou

apenas 100 uL de veiculo .

3.3.2 Reforgos

Foram realizados 3 reforgos por via intraperitoneal, em intervalos de 2 semanas

entre eles, com 25 pg/mL do antigeno emulsificado em 100 puL de veiculo

(Adjuvante de Freund incompleto [Sigma] + PBS, 1:1, vol:vol) por animal ou apenas

com 100 puL de veiculo por animal (FREIGANG et al., 1998).
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3. 4 ANTIGENO UTILIZADO NA IMUNIZAGAO E EM IMUNOENSAIOS: OXLDL

Ao "pool" de plasma fresco de voluntarios humanos normolipidémicos
(colesterol < 200mg/dL) e saudaveis foram adicionados 0s seguintes preservantes: 2
mM benzamidina, 0,5% de gentamicina, 0,25% cloranfenicol, 0,5 mM PMSF, e 0,1
unit/mL de aprotinina. A LDL (densidade = 1,019 a 1,063 g/mL) e o infranadante
(densidade > 1,21g/mL) foram isolados por ultracentrifugacdo (40000 rpm a 4 °C)
(Havel, Eder et al., 1955) usando o rotor 75Ti (L-8 ultracentrifuge, Beckman). Apés a
preparacdo foi adicionado EDTA a LDL, que foi armazenada a 4 °C. Antes de ser
oxidada, a LDL foi dialisada durante 48 h contra PBS. A oxidag&o foi induzida pela
incubacdo de 1 mL de LDL (1-3 mg/mL de proteina) com CuSO, (concentracéao final
de 20 uM de CuSO,) por 18 h a 37 °C. A reacdo foi finalizada com adicdo de EDTA
(concentracao final de 1,0mM) (KETELHUTH et al., 2008; ZARATIN et al., 2002).

3.5 PROTOCOLO DE ISQUEMIA E REPERFUSAO RENAL

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com doses de 100 mg/kg
de peso de ketamina e 10 mg/Kg de peso de xilazina (Agribrands do Brasil, Sdo
Paulo). Ap6s estarem anestesiados 0s animais foram fixados em mesa cirdrgica em
decubito dorsal. A assepsia do abdémen foi realizada com alcool iodado a 2%. Foi
feita incisdo xifopubiana mediana para posterior exposi¢ao das visceras abdominais
a fim de dissecar e isolar os pediculos renais. A isquemia renal unilateral foi
promovida por ligadura desses pediculos com clamps microvasculares (Rocca)
durante 60 min. Apos esse tempo os clamps foram retirados e 0s rins massageados
até observacdo da completa reperfusdo renal. Animais controles, chamados de
sham, foram submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico, porém sem a ligadura
de quaisquer dos pediculos arteriais renais. A cavidade foi fechada com pontos
cirdrgicos em dois planos com fios de seda tamanho 4-0 (Technofio). Os animais
foram mantidos em aquecimento por iluminacéo indireta até completa recuperacéo
da anestesia. Apés 6 semanas 0s animais foram sacrificados como descrito
anteriormente (FRIEDEWALD; RABB, 2004).
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3.6 SACRIFICIO DOS ANIMAIS E COLETA DE SANGUE

Ao término do periodo 4 semanas apOs a Ultima imunizacdo ou 6 semanas
apos a isquemia, os animais foram mantidos por 12 h em jejum, anestesiados
(ketamina, 40 mg/kg i.p. e xilazina 6 mg/kg i.p.) e o sangue coletado pelo plexo
oftdlmico. O sacrificio foi realizado por sangria total.

O sangue retirado foi centrifugado por 15 min a 14000 rpm para a obtencao do

soro, que foi armazenado a — 70 °C para analises posteriores.

3. 7 ANALISES BIOQUIMICAS

3.7.1 Triacilglierdéis (TG)

A concentracdo sorologica de TG foi determinada utilizando-se kit enzimatico
comercial (Triglicérides Liquiform, Labtest), de acordo com o método enzimético
colorimétrico (FOSSATI, PRECIPE, 1982). Neste método, os triacilgliceréis do soro
foram hidrolisados pela lipase lipoprotéica produzindo glicerol livre, que é 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 presencga de um reagente fendlico (p-clorofenol) e 4-aminoantipirina,
produz um composto roseo-avermelhado (quinona), com maximo de absorcao a 492

nm (Reacdes 1-4).

LIPASE LIPOPROTEICA

Triacilglicerois » Glicerol + Acidos Graxos (1)
GLICEROLQUINASE
Glicerol + ATP > Glicerol-3-Fosfato + ADP (2)
Mg +2
GLICEROL-3-FOSFATO OXIDASE
Glicerol-3-Fosfato + O» » Dihidroxiacetona + HoO» (3)

PEROXIDASE
2 Hy05 + 4 Aminoantipirina + 4-Clorofenol ——— Quinoneimina + 4 H,O (4)
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Este teste foi adaptado para realizagdo em microplacas de 96 pocos. Assim, a
10 pL de soro dos camundongos foi adicionado 200 uL do reagente de cor. Apds o
periodo de incubagéo de 10 minutos a 37°C, a absorbancia foi lida a 500 nm em um
leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus). A concentracao
de TG foi determinada através da curva padrdo, que foi submetida ao mesmo
procedimento de analise que as amostras. O padrao utilizado para a curva de

calibracao foi obtido junto ao kit comercial para determinacéo deste analito.

3.7.2 Colesterol Total (CT)

A concentracdo sorologica de colesterol total (CT) foi determinada de acordo
com o método colesterol oxidase (ALLAIN et al., 1974), utilizando-se kit enzimatico
comercial (Colesterol Liquiform, Labtest). O método consiste na hidrélise dos ésteres
de colesterol pela colesterol esterase, produzindo colesterol livre, o qual é oxidado a
colest-4-en-3-ona com a producdo simultanea de peroxido de hidrogénio. Este sofre
acdo da peroxidase em presenca de fenol e 4-aminoantipirina produzindo um
composto roseo-avermelhado (quinonimina) com maximo de absorcdo em 500nm

(Reacdes 5-7).

| COLESTEROL ESTERASE B
Esteres de colesterol *> Colesterol + Acidos graxos (5)

COLESTEROL OXIDASE
Colesterol + O, » Colest-4-en-3-ona + H,O, (6)

PEROXIDASE
2H,0; + Fenol + 4-Aminoantipirina ——» Antipirilquinonimina + 4H,0 (7)

Esse teste foi adaptado para ser realizado em microplaca de 96 pocos, sendo
realizado como descrito acima para a determinagcédo de TG. Assim, a 10 uL de soro
dos camundongos foi adicionado 200 uL do reagente de cor. ApOds o periodo de
incubacédo de 10 minutos a 37 °C, a absorbancia foi lida a 500 nm em um leitor de
microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus). O mesmo procedimento foi
feito com a curva de calibracdo. O padrdo utilizado para a curva de calibracdo foi

obtido junto ao kit comercial para determinacéo deste analito.
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3.7.3 HDL

As amostras foram tratadas com agente precipitante (Colesterol HDL, Labtest)
para que os quilomicrons, VLDL e LDL fossem quantitativamente precipitados
através do acido fosfotingstico e cloreto de magnésio. Apds centrifugacao, a fracéo
HDL que permaneceu no sobrenadante foi determinada utilizando-se o kit utilizado
para a concentracdo de colesterol total (FRIEDEWALD et al., 1972).

3.7.4 LDL e VLDL

A concentracdo sorolégica de LDL e VLDL foi calculada utilizando a equacgéo
de Friedewald:

Equacéo de Friedewald:

LDL = CT - (HDL + VLDL), onde VLDL = TG/5 (1)

3.8 DETERMINACAO DE ANTICORPOS CONTRA oxLDL

A deteccdo de anticorpos IgM, IgG, IgG1 e IgG2a contra oxLDL presentes nos
soros dos animais foi analisada pelo método de ELISA modificado (DAMASCENO et
al., 2001; KETELHUTH et al., 2008; ZARATIN et al., 2002). Placas de 96 pocos
(Costar®, céd. 3690) foram sensibilizadas com 50 pL/poco de oxLDL humana (7,5
ug/mL) em tampéao carbonato/bicarbonato, pH 9,4. As placas foram armazenadas a
4 °C overnight. Apds este periodo, foram lavadas quatro vezes com 100 uL PBS e
blogueadas com 150 uL de gelatina (Merck) (1%) diluida em PBS, por 2h a
temperatura ambiente. Apds nova etapa de quatro lavagens sequenciais com PBS,
amostras de soro diluidas a 1:200 (50 uL) foram adicionadas aos po¢os e as placas
mantidas por 2h a temperatura ambiente. Em seguida foram feitas 4 lavagens com
100 uL de em PBS/Tween 20. Nesta etapa diferentes anticorpos de cabra foram
utilizados para a determinacéo dos diferentes tipos de anticorpos analisados. Para a
analise de IgG foi utilizado o anticorpo de cabra conjugado com peroxidase anti-lgG

de camundongo (KPL) (50uL; 1:500) enquanto que para a determinagcéo dos demais
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anticorpos foram utilizados anticorpos de cabra biotinilado contra IgM, IgG1 e IgG2a
(50uL; 1:5000). Apos 1h de incubacéo, a temperatura ambiente, as placas foram
novamente lavadas com PBS/Tween 20. Nos experimentos em que anticorpos
biotinilados foram usados, foi adicionada estreptavidina conjugada com peroxidase
(50uL; 1:5000) e as placas permaneceram por 40 min a temperatura ambiente,
seguida por nova etapa de lavagem. O substrato para enzima (75 pL/pogo; 250 mg
de tetrametilbenzidina diluido em 50 mL de DMSO, 10 uL de H,0,, 12 mL de tampéo
citrato, pH 5,5) foi adicionado e incubado por aproximadamente 5 min, a temperatura
ambiente. Apds 5 min, a reacao foi parada com 25 uL de 2,0 M de &cido sulftrico. A
leitura da densidade Optica foi realizada a 450 nm.

Numa possivel comparacdo entre as diferentes baterias de ensaios para
determinacao de anticorpos anti-oxLDL foi utilizado um controle interno (Pool de soro
de camundongos) e um branco (usando PBS no lugar da amostra) em cada placa,
dessa maneira os resultados sdo expressos através da absorbancia (Abs) relativa

(AR) calculada pela seguinte formula:

AR = ((Abs anticorpo)-(Abs branco)) (2)
((Abs controle interno)-(Abs branco))

3.9 DETERMINACAO DE ANTICORPOS CONTRA pepD

Foram desenvolvidos, em nosso laboratério, diversos peptideos sintéticos
baseados na seqliéncia de aminoacidos da apoB. Estes foram selecionados de
acordo com parametros conhecidos para a predicdo de peptideos imunogénicos
(CHEN; THOMAS; KEANEY, 1988):

a) a presenca de regides anfipéticas;

b) probabilidade da exposi¢cédo da superficie da molécula em sua configuracdo

terciaria;

c) presenca de dominios na molécula que permite a ligacdo ao MHC;

d) dominios relacionados com os receptores celulares de LDL;
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e) acessibilidade da tripsina (onde a inabilidade da tripsina clivar sugeriria que
este epitopo escondido somente é acessivel em uma molécula apoB
degradada); e,

f) solubilidade na agua (para melhorar a manipulacéo e imunizacao).

Além disso, o potencial imunogénico dos peptideos foi baseado na informacao
fisica sobre a molécula intacta da apoB, obtida de um banco de dados do especifico
(ExPASy Molecular Biology Server: www.expasy.ch) pela metodologia
convencional. Vinte e cinco sequéncias de peptideos foram sintetizadas em fase
continua, cada uma com 18-25 residuos de aminoécidos e com um grupo de amino
na extremidade do C-terminal. Destas, uma chamada de pepD, foi selecionada ap6s
apresentar um bom potencial imunogénico para o uso em testes de ELISA. Esse
peptideo corresponde a uma das duas sequéncias que constituem a regidao de
ligacdo da LDL com o receptor de LDL nos macréfagos (BOSCHCOQV et al., 2000).
Sua obtencéo é feita junto ao Professor Luiz Juliano do Departamento de Biofisica
da UNIFESP, onde é sintetizado em fase sdlida, sendo aminado na extremidade C-
terminal, usando-se a estratégia quimica FMOC (projeto concluido FAPESP n°
99/00158-4).

A determinacdo de anticorpos anti-pepD foi feita seguindo o mesmo protocolo
usado para a determinacdo de anticorpos anti-oxLDL, entretanto as placas foram
sensibilizadas utilizando 50 uL/poco de pepD (1 pg/mL) em tampéo

carbonato/bicarbonato, pH 9,4.

3.10 AVALIACAO DA LESAO ATEROSCLEROTICA

Ao final dos sacrificios, os cora¢des foram perfundidos com solugdo salina
seguida de tampé&o de formalina 10% em PBS e em seguida removidos e mantidos
em formaldeido 10% durante 24 h, seguido de banhos sequienciais em 5%, 10% e
25% de gelatina. O coracdo e a raiz da aorta foram processados e corados de
acordo com a técnica descrita por Paigen et al., 1987. A quantificacdo de lipideos
marcados nas lesbes da aorta foi realizada utilizando-se Image Pro Plus Software
(versao 3) para analise de imagens (Media Cybernetics) (RUBIN et al., 1991).

As analises das lesdes foram feitas por um Unico observador sem acesso a

identificagdo do material analisado. As areas de lesfes nas aortas foram expressas
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como a soma das &reas presentes em 6 secc¢des sequenciais, com intervalos de 10
um a 80 um, correspondendo a um comprimento de aorta de 480 um (CAZITA et al.,

2003). Os dados da &rea de les&o sdo expressos em um? x 103,

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo apresentados como meédia *= erro padrdo. Para
comparacado dos resultados nos diferentes grupos foi empregada Andlise de
Variancia com um fator seguida por comparacées multiplas pelo método de Tukey
para cada variavel de interesse. O coeficiente de correlacdo de Pearson foi obtido
em cada grupo estudado para avaliar a relagéo linear entre as diferentes variaveis. O
nivel de significancia adotado foi 5% (p<0,05). Todos os processamentos foram

realizados utilizando-se o programa GraphPad Prism, versao 5.




4 RESULTADOS
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4. 1 INFLUENCIA DO ADJUVANTE DE FREUND INCOMPLETO E DA oxLDL EM
ANIMAIS C57BI/6 E apoE™

4.1.1 Perfil Lipidico

A fim de se avaliar a influéncia da imunizacdo com oxLDL no modelo
experimental de aterosclerose, o perfil lipidico e de anticorpos anti-oxLDL e anti-
pepD forma avaliados.

Entre outras alteracbes fenotipicas, os animais apoE” apresentam altas
concentracfes soroldgicas de TG, CT, LDL e VLDL (Figuras 8, 9, 11 e 12) e baixas
HDL (Figura 10). Os indices de TG, CT e VLDL dos animais apoE” também diferem
entre fémeas e machos (Figuras 8, 9 e 11). Os animais C57BI/6 fémeas e machos
nao apresentam diferenca entres estes indices sorolégicos, mas diferem quanto a

concentracdo soroldgica de HDL (Figura 10).

A imunizacdo com e sem oxLDL n&o causa qualquer interferéncia no perfil

lipidico dos animais C57BI/6 e apoE™ (Figuras 8-12).
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Influéncia do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunizacdo com oxLDL na
concentracéo soroldgica de TG. Animais C57BI/6 e apoE"‘, fémeas e machos foram
imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via subcutanea, seguido por 3
reforcos de 25ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo por via intraperitoneal, no
intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunizacéo, dois
grupos de animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Para controle foram
utilizados animais C57BI/6 e apoE"' que ndo foram tratados com qualquer tipo de
imunizacao (sem). A determinac¢éo de TG sorolégico foi realizada por kit comercial. Os
resultados sé@o expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pés-
teste de Tukey. *p<0,05; **p< 0,001 e ***p<0,0001.
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Influéncia do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunizacdo com oxLDL na
concentracdo sorolégica de colesterol total (CT). Animais C57BI/6 e apoE"', fémeas
e machos foram imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo
(adjuvante de Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via subcutanea,
seguido por 3 reforcos de 25ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo por via
intraperitoneal, no intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo
de imunizagéo, dois grupos de animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Para
controle foram utilizados animais C57BI/6 e apoE"’" que ndo foram tratados com
gualquer tipo de imunizagéo (sem). A determinacao de CT soroldgico foi realizada por
kit comercial. Os resultados sao expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais.
ANOVA e pés-teste de Tukey. ***p<0,0001.
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Influéncia do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunizagdo com oxLDL na
concentracdo soroldgica de HDL. Animais C57BIl/6 e apoE"', fémeas e machos
foram imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 puL de veiculo
(adjuvante de Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via subcutanea,
seguido por 3 reforcos de 25ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo por via
intraperitoneal, no intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo
de imunizagéo, dois grupos de animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Para
controle foram utilizados animais C57BIl/6 e apoE"’" que ndo foram tratados com
qualquer tipo de imunizagéo (sem). A determinacéo de HDL sorolégico foi realizada por
kit comercial. Os resultados sao expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais.
ANOVA e pés-teste de Tukey. *p<0,05; **p< 0,001 e **p<0,0001.
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Figura 11 - Influéncia do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunizacdo com oxLDL na

concentracdo sorolégica de LDL. Animais C57Bl/6 e apoE"', fémeas e machos
foram imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo
(adjuvante de Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via subcuténea,
seguido por 3 reforcos de 25ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo por via
intraperitoneal, no intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo
de imunizacao, dois grupos de animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Para
controle foram utilizados animais C57BI/6 e apoE"' que nado foram tratados com
qualquer tipo de imunizacdo (sem). Os valores de LDL foram obtidos através da
Equacéo de Friedewald. Os resultados s@o expressos pela média + EP dos grupos de
6-8 animais. ANOVA e pés-teste de Tukey. ***p<0,0001.
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Figura 12 -
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Influéncia do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunizagdo com oxLDL na
concentragcdo sorolégica de VLDL. Animais C57BI/6 e apoE"', fémeas e machos
foram imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo
(adjuvante de Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via subcutanea,
seguido por 3 reforcos de 25ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo por via
intraperitoneal, no intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo
de imunizacéo, dois grupos de animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Para
controle foram utilizados animais C57BI/6 e apoE"' que ndo foram tratados com
qualquer tipo de imunizacdo (sem). Os valores de VLDL foram calculados. Os
resultados sé@o expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pés-
teste de Tukey. *p<0,05; **p< 0,001 e ***p<0,0001.
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4.1.2 PERFIL DE ANTICORPOS ANTI-OXLDL

O perfil de anticorpos anti-oxLDL estudado consta das classes IgM e IgG e das
subclasses 1gG; e 1gG2a. Este perfil de anticorpos anti-oxLDL néo diferiu entre os
animais C57BI/6 e apoE”", nem entre os géneros. Contudo, quando os animais s&o
imunizados com oxLDL os titulos desses anticorpos aumentam independentes do
tipo de animal ou do género. (Figuras 13-16).

Na Figura 14, verifica-se um aumento dos anticorpos IgM anti-oxLDL na

imunizacao apenas com FIA independente do tipo animal ou do género.
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Figura 13 — Influéncia do Adjuvante de Freund (FIA) e da |mun|za(;ao com oxLDL nos indices
anticorpos IgM anti-oxLDL. Animais C57BI/6 e apoE , fémeas e machos foram
imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 pL de veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via subcutanea, seguido por 3
refor¢os de 25ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo por via intraperitoneal, no intervalo
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunizacédo, dois grupos de
animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Para controle foram utilizados animais
C57BI/6 e apoE gue ndo foram tratados com qualquer tipo de imunizagdo (sem). Os
niveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados sdo expressos pela média
+ EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e péds-teste de Tukey. **p< 0,001 e
***n<0,0001.
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Figura 14 — Influéncia do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunizagcdo com oxLDL nos indices
anticorpos IgG anti-oxLDL. Animais C57Bl/6 e apoE"', fémeas e machos foram
imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via subcutanea, seguido por 3
reforcos de 25ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo por via intraperitoneal, no intervalo
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o0 mesmo protocolo de imunizacédo, dois grupos de
animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Para controle foram utilizados animais
C57BIl/6 e apoE"' gue ndo foram tratados com qualquer tipo de imunizagdo (sem). Os
niveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados sao expressos pela média
+ EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pés-teste de Tukey. ***p<0,0001.
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Figura 15 — Influéncia do Adjuvante de Freund (FIA) e da imuniza¢cdo com oxLDL nos indices
anticorpos 1gG; anti-oxLDL. Animais C57BIl/6 e apoE"', fémeas e machos foram
imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 pL de veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via subcutanea, seguido por 3
refor¢os de 25ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo por via intraperitoneal, no intervalo
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunizacédo, dois grupos de
animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Para controle foram utilizados animais
C57BI/6 e apoE"" gue ndo foram tratados com qualquer tipo de imunizagdo (sem). Os
niveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados sdo expressos pela média
+ EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pés-teste de Tukey. ***p<0,0001.

*k:

lgG, anti-oxLDL (AR)
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Figura 16 — Influéncia do Adjuvante de Freund (FIA) e da imuniza¢cdo com oxLDL nos indices
anticorpos 1gG,, anti-oxLDL. Animais C57BIl/6 e apoE"', fémeas e machos foram
imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 pL de veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via subcutanea, seguido por 3
refor¢os de 25ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo por via intraperitoneal, no intervalo
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunizacédo, dois grupos de
animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Para controle foram utilizados animais
C57BI/6 e apoE"" gue ndo foram tratados com qualquer tipo de imunizagdo (sem). Os
niveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados sdo expressos pela média

+ EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pds-teste de Tukey. ***p<0,0001
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4.1.3 Perfil de anticorpos anti-pepD

A imunizacdo com oxLDL estimula a producdo de anticorpos IgM anti-pepD
somente nos animais C57BI/6 e ndo nos animais apoE™ (Figura 17), enquanto a
producdo de anticorpos IgG (Figura 18) e IgG; anti-pepD (Figura 19) é estimulada
nos dois tipos de animais. Os titulos de anticorpos 1gG,, anti-pepD ndo sao
influenciados pela imunizacdo com oxLDL (Figura 20). O FIA ndo causa alteracao
significativa dos titulos de anticorpos anti-pepD das classes e subclasses estudadas
(Figuras 17-20).

O género e o tipo de animal ndo interferem nos titulos destes anticorpos
(Figuras 17-20).
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Figura 17 — Influéncia do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunizagéo com oxLDL nos indices
anticorpos IgM anti-pepD. Animais C57BIl/6 e apoE™, fémeas e machos foram
imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 puL de veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via subcutanea, seguido por 3
refor¢os de 25ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo por via intraperitoneal, no intervalo
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunizacdo, dois grupos de
animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Para controle foram utilizados animais
C57BI/6 e apoE"" gue ndo foram tratados com qualquer tipo de imunizagdo (sem). Os
niveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados séo expressos pela média
+ EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pés-teste de Tukey. *p< 0,05 e **p<0,001.
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Figura 18 — Influéncia do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunizagéo com oxLDL nos indices
anticorpos 1gG anti-pepD. Animais C57Bl/6 e apoE", fémeas e machos foram
imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via subcutanea, seguido por 3
reforcos de 25ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo por via intraperitoneal, no intervalo
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o0 mesmo protocolo de imunizacédo, dois grupos de
animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Para controle foram utilizados animais
C57BIl/6 e apoE"' gue nado foram tratados com qualquer tipo de imunizacdo (sem). Os
niveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados séo expressos pela média
+ EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pés-teste de Tukey. *p< 0,05 e **p<0,001.
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Figura 19 — Influéncia do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunizagcdo com oxLDL nos indices
anticorpos IgG; anti-pepD. Animais C57BI/6 e apoE"', fémeas e machos foram
imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 puL de veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via subcutanea, seguido por 3
refor¢os de 25ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo por via intraperitoneal, no intervalo
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunizacdo, dois grupos de
animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Para controle foram utilizados animais
C57Bl/6 e apoE"' gue ndo foram tratados com qualquer tipo de imunizacdo (sem). Os
niveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados sao expressos pela média
+ EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pdés-teste de Tukey. ***p<0,0001.
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Figura 20 — Influéncia do Adjuvante de Freund (FIA) e da imuniza¢cdo com oxLDL nos indices
anticorpos 1gG,, anti-pepD. Animais C57BIl/6 e apoE"', fémeas e machos foram
imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via subcutanea, seguido por 3
reforcos de 25ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo por via intraperitoneal, no intervalo
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o0 mesmo protocolo de imunizacédo, dois grupos de
animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Para controle foram utilizados animais
C57Bl/6 e apoE"' gue ndo foram tratados com qualquer tipo de imunizacdo (sem). Os
niveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados sao expressos pela média
+ EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pés-teste de Tukey. ns.
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4.1.4 Les&o aterosclerotica

Como os animais C57BI/6 sado resistentes a leséo ateroscleroética, na Figura 21
tem-se os resultados das lesées dos animais apoE” tratados com FIA e oxLDL. N&o
foi observada uma diminuicdo estatisticamente significativa nos apoE” que
receberam oxLDL em relacdo aos que receberam apenas FIA. Na Figura 22 temos
uma foto representativa da lesdo aterosclerética dos camundongos apoE™ que
receberam FIA (A) ou oxLDL (B).
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Influéncia da imunizacdo com oxLDL na les@o aterosclerdtica Animais apoE"',
fémeas e machos foram imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 pL de
veiculo (adjuvante de Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via
subcutanea, seguido por 3 refor¢os de 25ug/mL de oxLDL em 100 pL de veiculo por via
intraperitoneal, no intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo
de imunizacdo, dois grupos de animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). A
guantificacdo de lipideos marcados nas lesdes da aorta é realizada através do Image
Pro Plus Software (versdo 3) para andlise de imagens (Media Cybernetics). As areas
de lesBes nas aortas sdo expressas como a soma das areas presentes em 6 seccdes
sequenciais, com intervalos de 10um a 80um, correspondendo a um comprimento de
aorta de 480um. Os dados da area de les&o sdo expressos em media + EP (um?® x 10°%).
Os resultados séo expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e
pos-teste de Tukey. ns.
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Figura 22 — Lesao aterosclerdtica em animais apoE"'. Animais apoE"', fémeas e machos foram
imunizados inicialmente com 50ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via subcutanea, seguido por 3
reforcos de 25ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo por via intraperitoneal, no
intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunizacéo, dois
grupos de animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Coloracao por oil red
realizada de acordo com a técnica descrita por Paigen et al., 1987. As imagens sao
representativas dos grupos fémea FIA (A)e macho oxLDL (B). A. Aumento 20x B.
Aumento 10x.




66

4. 2 INFLUENCIA DA ISQUEMIA E REPERFUSAO RENAL UNILATERAL (I/R) EM
ANIMAIS C57BL/6 E EM ANIMAIS apoE” IMUNIZADOS OU NAO COM oxLDL

ApoOs o sacrificio os rins dos animais foram retirados para a analise de
tamanho. Todos os animais que foram submetidos a I/R apresentaram 0 rim
isquemiado menor que o rim contralateral enquanto que os rins dos animais que nao
foram submetidos a procedimento cirdrgico e os SHAM possuiam tamanhos iguais.
Na figura 23 imagens representativas dos rins dos animais SHAM e I/R sé&o
apresentadas.
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Figura 23 — Rim de animais isquemiados e de animais sham. Machos C57BI/6 e apoE” foram
submetidos a procedimento cirdrgico no qual houve a isquemia renal unilateral por 60
min (I/R). Para controle deste procedimento, outros animais sofreram apenas o
procedimento cirdrgico sem que sofressem I/R (SHAM). As imagens sdo representativas
dos grupos SHAM (A) e I/R (B).
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4.2.1 Perfil Lipidico

Como visto anteriormente animais apoE™ possuem maiores concentracdes
sorologicas de TG, CT LDL e VLDL e menores concentracdes sorolégicas de HDL
que camundongos C57BI/6 (Figuras 24, 25, 27 e 29). A concentracdo de CT néo é
influenciada pelo procedimento cirdrgico nem pela I/R (Figura 25). No entanto, o
procedimento cirdrgico leva a diminuicdo da concentracdo soroldgica de HDL em
animais C57BI/6 n&o imunizados com oxLDL (Figura 26) e diminuicdo da
concentracao sorolégica de LDL em animais apoE” imunizados (Figura 27).

Nas Figuras 24 e 28 observa-se que: animais apoE” tem maiores
concentracfes de TG e VLDL do que os animais C57BI/6, a imunizacdo aumenta a
concentracdo desses lipides em animais C57Bl/6 SHAM e apoE” SHAM e IR, o
processo cirlrgico causa aumento das concentracfes de TG e VLDL nos animais
imunizados, enquanto que diminui os niveis desses lipides nos camundongos apoE™

nao imunizados.
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Figura 24 - Influéncia da isquemia renal unilateral (I/R) nos indices sorolégicos de TG em
camundongos C57BI/6 e apoE” imunizados ou n&o com oxLDL. Machos C57BI/6 e
apoE"' gue foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente uma dose
de 50ug/mL de oxLDL em 100 plL veiculo (adjuvante de Freund incompleto — FIA —
emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforcos de 25 ug/mL de
oxLDL em 100 pL de veiculo intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles.
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirlrgico no qual houve a
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle,
outros animais nao sofreram qualquer procedimento cirdrgico (SEM TRATAMENTO).
Os animais que ndo receberam qualquer forma de imunizacdo (sem) foram usados
apenas como controle. A determinacao de TG sorolégico foi realizada por kit comercial.
Os resultados séo expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e
pos-teste de Tukey. *p<0,05; **p< 0,001 e ***p<0,0001.
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Figura 25 — Influéncia da isquemia renal unilateral (I/R) nos indices soroldgicos de colesterol
total (CT) em camundongos C57BIl/6 e apoE"' imunizados ou ndo com oxLDL.
Machos C57BI/6 e apoE” que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam
primeiramente uma dose de 50ug/mL de oxLDL em 100 uL veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3
reforcos de 25 ug/mL de oxLDL em 100 uL de veiculo intraperitonealmente, no intervalo
15 dias entre eles. Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirargico no qual
houve a isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento,
outros animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para
controle, outros animais ndo sofreram qualquer procedimento cirirgico (SEM
TRATAMENTO). Os animais que ndo receberam qualquer forma de imunizacdo (sem)
foram usados apenas como controle. A determina¢é@o de CT sorolégico foi realizada por
kit comercial. Os resultados sao expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais.
ANOVA e pés-teste de Tukey. *p<0,05 e **p<0,0001.
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Figura 26 — Influéncia da isquemia renal unilateral (I/R) nos indices sorolégicos de HDL em
camundongos C57BI/6 e apoE” imunizados ou n&o com oxLDL. Machos C57BI/6 e
apoE"' que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente uma dose
de 50ug/mL de oxLDL em 100 pL veiculo (adjuvante de Freund incompleto — FIA —
emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforcos de 25 ug/mL de
oxLDL em 100 pL de veiculo intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles.
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirlrgico no qual houve a
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle,
outros animais ndo sofreram qualquer procedimento cirargico (SEM TRATAMENTO).
Os animais que ndo receberam qualquer forma de imunizacdo (sem) foram usados
apenas como controle. A determinagdo de HDL sorolégico foi realizada por Kit
comercial. Os resultados sdo expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais.
ANOVA e p0s-teste de Tukey. *p<0,05; **p< 0,001 e ***p<0,0001.
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Figura 27 — Influéncia da isquemia renal unilateral (I/R) nos indices sorolégicos de LDL em
camundongos C57BI/6 e apoE” imunizados ou n&o com oxLDL. Machos C57BI/6 e
apoE"' que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente uma dose
de 50ug/mL de oxLDL em 100 pL veiculo (adjuvante de Freund incompleto — FIA —
emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforcos de 25 ug/mL de
oxLDL em 100 pL de veiculo intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles.
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirlrgico no qual houve a
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle,
outros animais ndo sofreram qualquer procedimento cirargico (SEM TRATAMENTO).
Os animais que néo receberam qualquer forma de imunizacdo (sem) foram usados
apenas como controle. Os valores de LDL foram obtidos através da Equacao de
Friedewald. Os resultados séo expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais.
ANOVA e p0s-teste de Tukey. *p<0,05; **p< 0,001 e ***p<0,0001.
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Figura 28 — Influéncia da isquemia renal unilateral (I/R) nos indices sorolégicos de VLDL em
camundongos C57BI/6 e apoE"‘ imunizados ou ndo com oxLDL. Machos C57BI/6 e
apoE"' que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente uma dose
de 50ug/mL de oxLDL em 100 pL veiculo (adjuvante de Freund incompleto — FIA —
emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforcos de 25 ug/mL de
oxLDL em 100 pL de veiculo intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles.
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirargico no qual houve a
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle,
outros animais ndo sofreram qualquer procedimento cirdrgico (SEM TRATAMENTO).
Os animais que nao receberam qualquer forma de imunizagdo (sem) foram usados
apenas como controle. Os valores de VLDL foram calculados.Os resultados sdo
expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e p0s-teste de Tukey.
**p< 0,001 e ***p<0,0001.
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4.2.2 Perfil de Anticorpos anti-oxLDL

Como relatado anteriormente a imunizacdo com oxLDL aumenta os titulos de
anticorpos IgM, 19G, 1gG1 e 1gG2, (Figuras 29-32). No entanto, o ato cirirgico ndo
influencia os titulos dos anticorpos IgM, IgG; e lIgG2, anti-oxLDL. (Figuras 29, 31 e
32) O titulo de anticorpos IgG anti-oxLDL aumenta apos a I/R nos animais sem
imunizacao, contudo, nos animais C57BI/6 esse aumento também foi observado nos
animais SHAM.
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Figura 29 — Influéncia da isquemia renal unilateral (I/R) nos indices de anticorpos IgM anti-
oxLDL em camundongos C57BI/6 e apoE"" imunizados ou ndo com oxLDL.
Machos C57BIl/6 e apoE"’" que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam
primeiramente uma dose de 50ug/mL de oxLDL em 100 uL veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3
reforcos de 25 pg/mL de oxLDL em 100 pL de veiculo intraperitonealmente, no
intervalo 15 dias entre eles. Alguns de animais foram submetidos a procedimento
cirrgico no qual houve a isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste
procedimento, outros animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R
(SHAM). Para controle, outros animais ndo sofreram qualquer procedimento cirdrgico
(SEM TRATAMENTO). Os animais que ndo receberam qualquer forma de imunizagao
(sem) foram usados apenas como controle. Os niveis de anticorpos foram avaliados
por ELISA. Os resultados séo expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais.
ANOVA e pés-teste de Tukey. ***p<0,0001.
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Figura 30 — Influéncia da isquemia renal unilateral (I/R) nos indices de anticorpos IgG anti-
oxLDL em camundongos C57BI/6 e apoE"" imunizados ou ndo com oxLDL.
Machos C57BI/6 e apoE” que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam
primeiramente uma dose de 50ug/mL de oxLDL em 100 uL veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3
reforcos de 25 ug/mL de oxLDL em 100 ulL de veiculo intraperitonealmente, no
intervalo 15 dias entre eles. Alguns de animais foram submetidos a procedimento
cirdrgico no qual houve a isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste
procedimento, outros animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R
(SHAM). Para controle, outros animais ndo sofreram qualquer procedimento cirdrgico
(SEM TRATAMENTO). Os animais que néo receberam qualquer forma de imunizacao
(sem) foram usados apenas como controle. Os niveis de anticorpos foram avaliados
por ELISA. Os resultados sdo expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais.
ANOVA e pés-teste de Tukey. **p<0,001 e ***p<0,0001.
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Figura 31 — Influéncia da isquemia renal unilateral (I/R) nos indices de anticorpos IgG; anti-
oxLDL em camundongos C57BIl/6 e apoE"' imunizados ou ndo com oxLDL.
Machos C57BIl/6 e apoE"’" que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam
primeiramente uma dose de 50ug/mL de oxLDL em 100 uL veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3
reforcos de 25 pg/mL de oxLDL em 100 pL de veiculo intraperitonealmente, no
intervalo 15 dias entre eles. Alguns de animais foram submetidos a procedimento
cirdrgico no qual houve a isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste
procedimento, outros animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R
(SHAM). Para controle, outros animais ndo sofreram qualquer procedimento cirdrgico
(SEM TRATAMENTO). Os animais que néo receberam qualquer forma de imunizacao
(sem) foram usados apenas como controle. Os niveis de anticorpos foram avaliados
por ELISA. Os resultados séo expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais.
ANOVA e pés-teste de Tukey. ***p<0,0001.
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Figura 32 - Influéncia da isquemia renal unilateral (I/R) nos indices de anticorpos IgG,, anti-
oxLDL em camundongos C57BIl/6 e apoE"' imunizados ou ndo com oxLDL.
Machos C57BI/6 e apoE” que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam
primeiramente uma dose de 50ug/mL de oxLDL em 100 uL veiculo (adjuvante de
Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3
reforcos de 25 ug/mL de oxLDL em 100 ulL de veiculo intraperitonealmente, no
intervalo 15 dias entre eles. Alguns de animais foram submetidos a procedimento
cirrgico no qual houve a isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste
procedimento, outros animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R
(SHAM). Para controle, outros animais ndo sofreram qualquer procedimento cirdrgico
(SEM TRATAMENTO). Os animais que ndo receberam qualquer forma de imunizagéo
(sem) foram usados apenas como controle. Os niveis de anticorpos foram avaliados
por ELISA. Os resultados sdo expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais.

ANOVA e poés-teste de Tukey. ***p<0,0001.
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4.2.3 Perfil de anticorpos anti-pepD

Nas Figuras 33-35, verifica-se que a imunizagcdo com oxLDL estimula a
producdo de anticorpos IgM, IgG e IgG; anti-pepD, porém nédo estimula a producao
de anticorpos anti-pepD da subclasse 1gG,.. Em camundongos apoE™ ndo
imunizados com oxLDL o ato cirargico promove o aumento de anticorpos IgG anti-
pepD (Figura 34) e diminuigdo dos anticorpos 1gG,, (Figura 36), independente da
I/R.
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Figura 33 - Influéncia da isquemia renal unilateral (I/R) nos indices de anticorpos IgM anti-
pepD em camundongos C57BI/6 e apoE"' imunizados ou ndo com oxLDL. Machos
C57BI/6 e apoE™ que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente
uma dose de 50pg/mL de oxLDL em 100 pL veiculo (adjuvante de Freund incompleto
— FIA — emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforcos de 25 pg/mL
de oxLDL em 100 uL de veiculo intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles.
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirlrgico no qual houve a
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle,
outros animais nao sofreram qualquer procedimento cirdrgico (SEM TRATAMENTO).
Os animais que néo receberam qualquer forma de imunizacdo (sem) foram usados
apenas como controle. Os niveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os
resultados sdo expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e poés-
teste de Tukey. ***p<0,0001.
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Figura 34 — Influéncia da isquemia renal unilateral (I/R) nos indices de anticorpos IgG anti-pepD
em camundongos C57BIl/6 e apoE"‘ imunizados ou ndo com oxLDL. Machos
C57BI/6 e apoE™ que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente
uma dose de 50pg/mL de oxLDL em 100 pL veiculo (adjuvante de Freund incompleto
— FIA — emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 refor¢cos de 25 pg/mL
de oxLDL em 100 uL de veiculo intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles.
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirdrgico no qual houve a
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle,
outros animais ndo sofreram qualquer procedimento cirdrgico (SEM TRATAMENTO).
Os animais que ndo receberam qualquer forma de imunizacdo (sem) foram usados
apenas como controle. Os niveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os
resultados sdo expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pos-
teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,001 e*** p< 0,0001.
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Figura 35 — Influéncia da isquemia renal unilateral (I/R) nos indices de anticorpos IgG; anti-
pepD em camundongos C57BI/6 e apoE"' imunizados ou ndo com oxLDL. Machos
C57BI/6 e apoE™ que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente
uma dose de 50ug/mL de oxLDL em 100 pL veiculo (adjuvante de Freund incompleto
— FIA — emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforgos de 25 pg/mL
de oxLDL em 100 uL de veiculo intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles.
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirirgico no qual houve a
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle,
outros animais ndo sofreram qualquer procedimento cirdrgico (SEM TRATAMENTO).
Os animais que ndo receberam qualquer forma de imunizacdo (sem) foram usados
apenas como controle. Os niveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os
resultados sdo expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e poés-
teste de Tukey. *** p< 0,0001.
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Figura 36 — Influéncia da isquemia renal unilateral (I/R) nos indices de anticorpos IgG,, anti-
pepD em camundongos C57BI/6 e apoE"' imunizados ou ndo com oxLDL. Machos
C57BI/6 e apoE"" que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente
uma dose de 50pg/mL de oxLDL em 100 pL veiculo (adjuvante de Freund incompleto
— FIA — emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforgos de 25 pg/mL
de oxLDL em 100 uL de veiculo intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles.
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirirgico no qual houve a
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle,
outros animais nao sofreram qualquer procedimento cirdrgico (SEM TRATAMENTO).
Os animais que néo receberam qualquer forma de imunizacdo (sem) foram usados
apenas como controle. Os niveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os
resultados sdo expressos pela média + EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pos-
teste de Tukey. *** p< 0,0001.
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4.2.4 Lesédo aterosclerética

Na Figura 37 sdo apresentadas as médias das lesbGes ateroscleréticas dos
animais apoE™ que sofreram I/R sem prévia imunizacdo e dos camundongos que
receberam oxLDL sem tratamento cirdrgico posterior. Como pode ser observado
nessa figura a I/R né&o interfere no tamanho da lesé@o aterosclerética em comparacao
com os animais SHAM.
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- Influéncia da imunizacdo com oxLDL na lesdo aterosclerética Animais apoE”,
fémeas e machos foram imunizados inicialmente com 50pug/mL de oxLDL em 100 uL de
veiculo (adjuvante de Freund incompleto — FIA — emulsificado com PBS) por via
subcutanea, seguido por 3 refor¢os de 25ug/mL de oxLDL em 100 pL de veiculo por via
intraperitoneal, no intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo
de imunizacao, dois grupos de animais receberam o veiculo em antigeno (FIA). Alguns
de animais foram submetidos a procedimento cirdrgico no qual houve a isquemia renal
unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros animais sofreram
apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle, outros animais nao
sofreram qualquer procedimento cirdrgico (SEM TRATAMENTO). A quantificacdo de
lipideos marcados nas lesdes da aorta é realizada através do Image Pro Plus Software
(versao 3) para analise de imagens (Media Cybernetics). As areas de lesfes nas aortas
sdo expressas como a soma das areas presentes em 6 seccdes seqienciais, com
intervalos de 10um a 80um, correspondendo a um comprimento de aorta de 480um. Os
dados da area de lesdo sdo expressos em media + EP (um?® x 10%). Os resultados s&o
expressos pela média £ EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pés-teste de Tukey.
ns.
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Figura 3
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7

A aterosclerose é uma doenca de etiologia multifatorial e os mecanismos
implicados em sua génese ainda ndo sdo completamente esclarecidos, tornando,
dessa forma, a sua terapéutica bastante complexa. Diversos estudos mostram a
participacdo do sistema imune na progressao dessa patologia. (LUSIS, 2000). Nesse
contexto, muitos grupos de pesquisa tém trabalhado com a manipulacéo do sistema
imune a fim de se obter respostas a respeito de seu mecanismo bem como obter
possiveis alvos para tratamento dessa patologia. (HULTHE et al., 2001; SHOJI et al.,
2000).

A apoE é uma apo que atua como ligante para receptores de LDL e para
receptores de quilomicrons remanescentes. A deficiéncia de apoE causa uma
ineficiente remocdo de quilomicrons e de IDL da circulacdo, resultando em
hipercolesterolemia. 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). Eles desenvolvem lesdes ateroscleréticas similares
as humanas, progredindo de estrias gordurosas a placas fibro-gordurosas e a lesdes
avancadas (PIEDRAHITA et al.,, 1992; PLUMP et al., 1992). Escolhemos este
modelo experimental por desenvolver lesGes ateroscleréticas espontaneamente sem
a necessidade de dieta rica em colesterol (BRESLOW, et al., 1996).

Uma das caracteristicas desse modelo sao altas concentragdes de VLDL. Por
isso, um dos parametros avaliados neste estudo foi o perfil lipidico. Confirmando
esses dados da literatura, em nosso estudo, os animais apoE” apresentaram
maiores niveis de TG, CT, LDL e VLDL e menores concentracbes de HDL em
relacdo aos indices dos animais C57BI/6.

As diferencas na manifestacdo de doencas cardiovasculares relacionada ao
género estdo bem estabelecidas em humanos (CANTO et al.,, 2007; SHAW et al.,
2006). Em animais, Korstanje et al. (2004) mostraram que a diferenca entre o0s
géneros afeta os niveis de HDL. Nossos dados mostram que o género interfere nao
apenas nas concentracdes de HDL, mas também nas de TG, CT e VLDL, entretanto
nao afeta os niveis de LDL. Paigen et al. (1987) demostraram que em modelo
experimental de aterosclerose, especialmente em animais de background C57BI/6,
as fémeas desenvolvem mais lesGes ateroscleréticas que os machos. Todavia,
nossos dados ndo apresentaram diferenca estatistica entre as lesdes de fémeas e

machos.
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Os adjuvantes atuam de diversas maneiras durante a imunizacdo. Uma delas é
modular a resposta imune, deslocando-a para os diferentes tipos de resposta. Além
disso, como muitas doencas inflamatérias, o balanco entre a resposta Th; e Th;
influencia a progressdo da aterosclerose. Baseando-se nessa premicia, alguns
grupos tem estudado o efeito dos adjuvantes na imunizacao contra a atersoclerose.
Dados na literatura sugerem que o uso de FIA pode deslocar a resposta imune para
um perfirl Thy (NILSSON; HANSSON; SHAH, 2005) e, consequentemente, levar a
efeito ateroprotetor (KHALLOU-LASCHET et al., 2006), visto que a aterosclerose
tem uma resposta, predominantemente, de perfil Th;.

O balanco de citocinas Thi/Th, interfere na subclasse de anticorpo a ser
formado. Assim, quando esse balanco pende para a resposta Th,, a producdo da
subclasse IgG; deve aumentar. No entanto, ndo observamos aumento de nenhuma
das classe de anticorpos especificos para oxLDL ou para pepD ao estimularmos os
animias apenas com FIA.

A presenca de diversos antigenos na placa aterosclerdtica que compartilham
epitopos com (MDA)-LDL, MDA-VLDL e cardiolipina oxidada, levam muitos grupos a
estudarem os efeitos anti-aterogénicos da imunizacdo com tais antigenos.
Levandonos a crer que o aumento de anticorpos anti-oxLDL é o responsavel por
este efeito (ZHOU et al., 2001; GEORGE et al., 1998, FREIGANG et al., 1998).

Gidlund et al. (1996) demostram que 0s auto-anticorpos contra mLDL reagem
nao apenas contra antigenos de natureza lipidica, mas também contra a parte
protéica da LDL, sugerindo uma importante resposta imune humoral contra a apoB.

Em nosso laboratério, estudamos a presenca de anticorpos contra um
peptideo derivado da apoB, o pepD. Acreditamos que na LDL ele esteja na parte
interna e ao ser oxiada este peptideo seja exposto. Sabemos que o pepD é
imunodominante além de promiscuo e xenoreativo, pois reage com anticorpos de
camundongo com varios haplotipos (CAZITA et al., 2003), humano (MANGUEIRA et
al., 2003; MEDEIROS et al., 2004; UINT et al., 2004) e também de vaca (GIDLUND
et al., 2004). Esses trabalhos sugerem ainda que anticorpos anti-pepD sao
naturalmente formados.

Outro foco de investigagao tem sido a caracterizacao das classes e subclasses
dos anticorpos envolvidos na aterosclerose.

Como em muitas doencgas inflamatorias o balanco entre a resposta Thl e

Th2 influencia a progressdo da aterosclerose bem como nas subclasses de
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anticorpos contra os antigenos especificos da doenca. Na aterosclerose
encontramos citocinas que promovem uma resposta, predominantemente, do
tipo Thi,. Nao obstante, quando se analisa as subclasses de IgG anti-oxLDL
em modelos murinos tipicamente Th; (C57BI/6) a subclasse 1gG,, apresenta
titulo maior que a subclasse 1gG; (SCHULTE et al., 2008).

Baseados neste contexto analisamos o perfil de anticorpos anti-oxLDL e
anti-pepD. Os anticorpos IgM e IgG especificos para oxLDL aumentaram com
a imunizacdo. O FIA per si pode causar o aumento de anticorpos IgM anti-
oxLDL apenas em camundongos apoE”", sugerindo que o adjuvante apenas
esteja reforcando a resposta imune primaria.

No atual estudo observamos que a imunizacdo com nao estimula aumento
de IgM nos animais apoE™", o que nos leva a crer que estes animais ja terem
tido contato com este antigeno, e devam ter naturalmente oxLDL.

Os anticorpos IgG contra esse antigeno é estimulada com a imunizacdo,
bem como a producao das subclasses IgG; e 1gGaa.

Todavia, a producédo de anticorpos IgM anti-pepD é estimulada apenas
nos animais C57BI/6. Este dado reforca a nossa hipétese de que os animais
apoE™ ja possuam oxLDL e, portanto, a resposta a este antigeno ndo deva se
tratar de uma resposta primaria, diferentemente dos animais C57BI/6.

Ao analisarmos as subclasses de IgG anti-pepD temos que somente a
producado de IgG; foi estimulada com a imunizacdo com oxLDL. Uma possivel
explicagdo para isso é o fato de o FIA estimular o sistema imune para uma
resposta tipo Thl, e, por coseguinte, estimular a producdo desta subclasse.
Esses anticorpos podem ter efeito ateroprotetor. N&o obstante, nao
conseguimos comprovar esse efeito pois o numero amostral para o
experimento de avaliagdo da lesdo aterosclerodtica néao foi suficiente.

Essa diferenca de estimulo da producdo das subclasses de IgG anti-
oxLDL e anti-pepD pode ser explicada pelo fato de a oxLDL ser um pool de
diferentes antigenos, enquanto que o pepD se trata de um Unico antigeno.

Muitas evidéncias se tém do efeito da aterosclerose na funcao renal
(MEYRIER et al.,, 1998; TEXTOR, 2004; BAGGIO et al.,, 2001) bem como da
doenca renal na aterogénese (SIEMS et al.,2002). A fim de se estudar a

interacdo entre essas doencas, lancamos méo do uso de camundongos apoE™”
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(modelo experimental para aterosclerose) e do modelo de isquemia e
reperfuséo renal unilateral (modelo de doenca renal cronica).

Sabe-se que o retorno do fluxo sanguineo renal apés a lesdo de isquemia leva
a um desencadeamento de eventos inflamatérios (MOLITORIS, 1991) com
consequente secrecao de citocinas pro-inflatorias.

Dentre estas citocinas destacamos a IL-6, pois induz a producdo de proteinas
de fase aguda no figado (HEINRICH et al., 1990). A IL-6 pode afetar o clearance
e/lou a producdo de triacilgliceréis e, portanto, induzir hipertrigliceridemia
(FEINGOLD; GRUNFELD 1992; NONOGAKI et al., 1995). Isto sustenta nosso
achado: animais submetidos a I/R apresentaram maiores concentracdes de TG do
gue os animais que nao sofreram processo cirurgico.

Durante o processo inflamatorio renal ocorre a producdo de espécies reativas
de oxigénio (MOLITORIS, 1991). Essas espécies podem contribuir para o
desenvolvimento de uma série de complicacbes como multiplas disfuncdes
organicas ou ateroscleroses (TEXTOR, 2004; PARKE et al., 2003).

Geralmente durante o estresse oxidativo h4, nas paredes dos vasos, formacéo
de oxLDL (HORKKO et al., 2000; SHOENFELD et al., 2000). Alguns estudos tém
mostrado a presenca de oxLDL no tecido renal apds isquemia usando técnica de
imunofluorescencia (KULAH et al., 2007). Essas evidéncias do aumento de oxLDL
apos o proceso de isquemia levam-nos a inferir que ocorra aumento da oxLDL
plasmatica e, consequentemente, aumento do titulo dos anticorpos anti-oxLDL. Nao
obstante, esse aumento de oxLDL deve ser suficiente para induzir a formacéao de
anticorpos da classe IgG em animais que sofreram I/R. Em animais imunizados nao
se pode observar essa influéncia da I/R pois a imunizacdo produz um maior estimulo
da produgcédo de IgG anti-oxLDL. Nos animais apoE™, por possuirem maiores
concentracdes de LDL, o processo inflamatorio decorrente do procedimento cirargico
oxida maior quantidade de LDL, aumentando a quantidade de pepD e,

consequentemente, de anticorpos IgG anti-pepD.




6 CONCLUSAO
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Muito se especula a respeito dos anticorpos na aterosclerose. Sugere-se
gue seu efeito ateroprotetor deve-se principalmente a classe ou subclasse a
qual ele pertence (SCHIOPU et al., 2004).

Concluimos que a imunizacdo com oxLDL aumenta as classes e subclasses
dos anticorpos anti-oxLDL estudas, porém aumenta apenas os anticorpos IgG e IgG;
anti-pepD. Por termos tido um pequeno ndmero de animais para analise das lesfes
ateroscleroticas ndo podemos dizer qual a correlacdo destes anticorpos com a
aterogénese.

Além disso, concluimos também, que a I/R pode agravar os fatores promotores
da aterosclerose, sendo que a imunizacao com oxLDL n&o é capaz de reverter estes

efeitos pro-aterogénicos.
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