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RESUMO

Garavelo SM. Estudo experimental avaliando os efeitos de nanoparticulas naturais e
transialidase - componentes do PTCTS — no combate a aterosclerose em coelhos.
[Tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

A aterosclerose € um processo sistémico cronico, caracterizado pela presenca de
lesdes, espessamento da parede arterial com acumulo de lipideos, e resposta
inflamatéria e fibroproliferativa. Muitos processos associados a oxidagido da LDL, ao
aumento de expressdo de fatores pro-trombéticos, moléculas de adesdo proé-
inflamatérias, citocinas e fatores quimiotaticos estdo envolvidos na fisiopatologia da
doenca aterosclerética. Trabalhos anteriores mostraram a presenca de Mycoplasma
pneumoniae (Mic) em placas lipidicas vulneraveis, associada a liberacdo de
microparticulas (MPs) capazes de interagir com o ambiente e influenciar o processo
aterogénico. Assim, a H&S Ciéncia e Biotecnologia, desenvolveu o complexo PTCTS
que tem em sua composicdo nanoparticulas naturais provenientes de plantas
medicinais (PTC) associadas a enzima transialidase (TS) para combater as MPs e o
Mic, além de ter efeito anti-lipemiante e anti-aterosclerético. O presente estudo teve
como objetivo verificar os efeitos dos diferentes componentes do PTCTS
administrados por via oral em relagdo a eficacia, toxicidade e mecanismo de acéo na
terapia anti-aterosclerética em coelhos hipercolesterolémicos. Foram estudados
coelhos da raca Nova Zelandia separados randomicamente em 6 grupos de
tratamento: Controle Negativo (CNeg n=6), Controle Positivo (CPos n=6), Particulas
organicas (PTC n=6), Transialidase (TS n=5), Particulas organicas associadas a
transialidase (PTCTS n=6), e PTCTS com adi¢gdo de PDTC (n=6). Os animais foram
alimentados com dieta enriquecida com 1% de colesterol por 12 semanas, exceto o
CNeg, e receberam seus respectivos tratamentos durante as ultimas seis semanas.
Tiveram sangue coletado durante as fases basal, pré e pds tratamento, para avaliagao
bioquimica do perfil lipidico, transaminases hepaticas e quantificacdo de MPs
associadas a antigenos de Mic e LDLox no soro. Ao fim do experimento, foram
sacrificados, e tiveram a aorta colhida em conjunto com o monobloco de 6rgaos para
analises morfométrica, histolégica, e imunohistoquimica, de forma a se verificar os
efeitos do PTCTS e seus compostos. O composto PTCTS via oral reduziu
significativamente MPs associadas tanto a antigenos de Mic como de LDLox, e os
niveis de colesterol no sangue e reduziu nao significativamente a area de placa na
por¢do abdominal da aorta, induziu a aorta a remodelamento positivo, permitindo um
fluxo livre mesmo com uma grande area de placa, e evitando assim a obstrugdo do
vaso. Seus componentes, quando administrados isoladamente tiveram efeitos parciais,
as PTC sobre o remodelamento do vaso e redugao de placa na aorta abdominal, e a
TS sobre a reducido do colesterol total, comprovando que a associacdo de ambos
possui atividade mais completa e balanceada. A adicdo do PDTC ao complexo levou
ao efeito oposto, nao removendo MPs do soro como com PTCTS somente, e
induzindo a remodelamento negativo da aorta. Nenhum dos componentes apresentou
toxicidade nos o6rgéos estudados. Os dados encontrados neste trabalho experimental
reforcam a teoria infecciosa na patogenia da aterosclerose, bem como a de que MPs
originadas de micro-organismos possam estar induzindo a producéo de radicais livres
e influenciando a oxidagéo de lipides, de forma que a remogéao de tais MPs do sangue
circulante pode ser um novo caminho terapéutico no tratamento da aterosclerose.

Descritores: Aterosclerose, PTCTS, particulas organicas, transialidase, Mycoplasma
pneumoniae, coelhos



ABSTRACT

Garavelo SM. Experimental study evaluating the effects of natural nanoparticles and
transialidase - PTCTS components - combating atherosclerosis in rabbits. [Thesis].
Sao Paulo: Faculty of Medicine, University of Sdo Paulo; 2016.

Atherosclerosis is a chronic systemic process, characterized by lesions, thickening of
the arterial wall with accumulation of lipids, inflammatory and fibro-proliferative
response. Many processes associated with the oxidation of LDL, increase expression
of pro-thrombotic factors, adhesion molecules, pro-inflammatory cytokines and
chemotactic factors are involved in the pathophysiology of atherosclerosis. Previous
works have shown the presence of Mycoplasma pneumoniae (Mic) in vulnerable lipid
plagues, associated with the release of microparticles (MPs) able to interact with the
environment and influence the atherogenic process. Thus, H&S Science and
Biotechnology developed the PTCTS complex, which has in its composition natural
nanoparticles from medicinal plants (PTC) associated with transialidase enzyme (TS),
to combat MPs and Mic, that together have anti-atherosclerotic effects. This study
aimed to determine the effects of different components of PTCTS administered orally
regarding the efficacy, toxicity and mechanism of action in anti-atherosclerotic therapy
in hypercholesterolemic rabbits. It was studied White New Zealand rabbits separated
randomly into six treatment groups: Negative Control (CNeg n=6), Positive Control
(CPos n=6), organic particles (PTC n=6), transialidase (TS n=5) organic particles
attached to transialidase (PTCTS n=6) and PTCTS with addition of PDTC (n=6). The
animals were fed with a diet enriched with cholesterol for twelve weeks, except the
CNeg, and received their treatments during the last six weeks, concurrently with
hypercholesterolemic diet. Blood samples were taken during the baseline, pre and post
treatment phases for biochemical evaluation of the lipid profile, liver transaminases and
quantification of MPs associated with Mic antigens and oxLDL in the serum. At the end
of the experiment they were sacrificed and the aorta was harvested together with the
monoblock of organs for morphometric analysis, histology and immunohistochemistry,
so we could check the effects of PTCTS and their compounds. The compound PTCTS
orally is effective at removing MPs associated with both Mic and oxLDL antigens, and
despite not having had the expected anti-atherosclerotic effects, reduced not
significantly plaque area in the abdominal portion of aorta, and induced its ascendant
portion to positive remodeling, allowing a free flow even with large plate area, avoiding
obstruction of the vessel. Its components when administered alone had partial effects,
PTC on the remodeling of the vessel and plaque reduction in the abdominal aorta, and
TS on the reduction of total cholesterol, proving that the combination of both has more
complete and balanced activity. The addition of PDTC to the complex led to the
opposite effect to inhibit MPs scavenging activity displayed by PTCTS as well as to
induce negative remodeling of vessels. None of the components presented toxicity in
the organs studied. The data found in experimental work reinforce the infectious theory
on the pathogenesis of atherosclerosis as well as that originating MPs such
microorganisms may be inducing the production of free radicals and oxidation of lipids,
so that the removal of such pathogens from circulating blood may be a new therapeutic
approach in the treatment of atherosclerosis.

Keywords: Atherosclerosis, PTCTS, organic particles, transialidase, Mycoplasma
pneumoniae, rabbits



1. INTRODUGAO




1. Introdugao

1.1 Aterosclerose e inflamagao

A aterosclerose humana é um processo sistémico crbénico, caracterizado
pela presenca de lesdes de espessamento da parede arterial com acumulo de
lipideos, e resposta inflamatéria e fibroproliferativa, principalmente em vasos de
médio e grande calibre, formando placas ateromatosas.

Muitos processos estdo envolvidos na fisiopatologia da doenca
aterosclerdtica, desde a lesdo e disfuncdo endotelial, até a inflamacao,
proliferacdo vascular e alteragdes de matriz’.

O endotélio lesionado e disfuncional permite a passagem de lipides,
principalmente lipoproteinas de baixa densidade (LDL), para dentro do espago
subendotelial.

Sabe-se que, quando ha niveis altos de LDL na circulagéo, estas se ligam
a proteoglicanos e aumentam seu tempo de retencdo na camada intima da
artéria, fixando-se na mesma, onde sédo oxidadas por radicais livres produzidos
pelas células endoteliais adjacentes, células musculares lisas ou macréfagos
isolados, desencadeando o processo inflamatorio, que prejudica a fungéo de
barreira do endotélio, aumentando a permeabilidade vascular?.

As particulas de LDL oxidadas (LDLox) induzem as células a secretar
citocinas pro-inflamatérias, expressar ICAM-1, VCAM-1, MCP-1 e liberar fator

estimulador de colénia de macrofagos (M-CSF). O M-CSF promove a migragao



de mondcitos do sangue circulante para o tecido lesado assim como sua
diferenciagdo em macréfagos®# que fagocitam a LDLox transformando-os em
células xantomatosas®.

Em conjunto, as células endoteliais e células musculares lisas, em
resposta a diversos sinais oxidativos, inflamatérios e autoimunes secretam
metaloproteinases, como a MMP9, que degradam a matriz extracelular e
modulam diversas funcdes das células vasculares, como ativacao, proliferacao,
migragcdo e morte celular, muitas vezes fragilizando a capa fibrosa que inibe o
desenvolvimento da placa, tornado-a vulneravel a ruptura e consequentemente

a formacéo de trombos®.

1.2Mycoplasma pneumoniae e microparticulas no desenvolvimento

da aterosclerose

Apesar dos intensos avangos ainda faltam evidéncias para um
entendimento completo de processos como o de oxidacao de lipoproteinas,
inflamagé&o e imunidade, que participam no desenvolvimento da aterosclerose’,
e a infecgcado tem sido proposta como um outro fator que poderia esclarecer
aspectos ainda n&o respondidos.

Trabalhos anteriores do nosso laboratério mostraram que, na
aterosclerose humana, a bactéria Mycoplasma pneumoniae (Mic) estava
presente nas placas de ateroma, e em maior quantidade em placas lipidicas
vulneraveis, que romperam e levaram ao infarto agudo do miocardio, quando

associada com Chlamydophila pneumoniae®.



Micoplasmas estdo entre os poucos procariotes que podem crescer em
simbiose com outros micro-organismos, interagindo fortemente com células
hospedeiras de mamiferos por longos periodos®.

Essas bactérias sao capazes de sintetizar lipoproteinas, como a MALP-
404. Derivado da MALP-404, o MALP-2, um lipopeptideo ativador de
macrofago, € responsavel pela alta resposta imune a produtos de micoplasma
induzindo respostas de citocinas, quimiocinas e prostaglandinas através da
ativagdo de macroéfagos'©.

Além disso, no corpo humano os efeitos dos micoplasmas podem ser
tanto pré-apoptéticos, ao promover a fragmentacédo do DNA internucleosomal,
induzir a expressao de citocinas pro-inflamatérias e ativacdo do NF-xB, como
pos-apoptoticos, através da ativacdo de linfécitos e indugdo de sua
proliferagéo™.

Quando expostos a situagdes de estresse, os micoplasmas sao capazes
de liberar microparticulas (MPs) contendo proteinas e genes reativos a tal
estresse, permitindo assim sua adaptacao nos mais diversos ambientes'?13,

MPs sao vesiculas de 100nm a 1um de diametro, revestidas por
membrana e liberadas durante a ativagdo celular ou apoptose, cujas
caracteristicas diferem de acordo com a origem celular™.

Seus efeitos podem variar entre propriedades pro-coagulantes e proé-
inflamatdrias, indugao de disfungao endotelial pela alteracdo nos niveis NO e
da via metabdlica da prostaciclina, diminuicdo da expressdao de NO sintase
(NOS), estimulo da liberagéo de citocinas como IL-8, IL-1B3, IL-6 e TNF-a, além
de expressdo de moléculas de adesdo celular'®, dentre outras, fundamentais

na formacgéo e desenvolvimento da placa de ateroma’®.



1.3 PTCTS e seus compostos no tratamento da aterosclerose

Com intuito de prevenir e tratar a aterosclerose, a H&S Ciéncia e
Biotecnologia, desenvolveu um composto que combate as MPs: o PTCTS
(particulated transialidase - registrado nos Estados Unidos INCI name PTCTS,
No. 5-11-2013-1386) que tem em sua composigao particulas organicas naturais
(PTC) provenientes de plantas medicinais associadas a enzima transialidase
(TS). Seu método de obtengdo e preparagdao esta protegido por patentes
concedidas nos Estados Unidos (n°. 7.914.781, em 29 de margo de 2011),
Europa e Canada, e em fase de concessao no Brasil.

Para a produgdo do PTCTS, particulas foram produzidas em grandes
concentragbes em condigbes de baixo conteudo de oxigénio e alto teor
alcodlico, a partir de Dendrobium spp., conhecida por seus efeitos
antioxidantes'’. Observou-se que esta planta produz nanoparticulas de
aproximadamente de 10nm, e que aumentam de tamanho e se mantém
estaveis quando incluidas em agua termal’®,

Apds muito estudo, Higuchi'® propds que o uso da TS poderia levar a
regressdo do processo aterosclerético ao eliminar micoplasmas através sua
capacidade de realocacao de acidos sialicos.

Os acidos sialicos, uma familia de amino-agucares, estdo envolvidos em
interacbes célula-célula e tem fungcbes de sinalizacdo nos sistemas
hematopoiético, nervoso e imune?°.

Sabe-se ha muito tempo que os acidos sialicos agem como ligantes para

receptores de patdgenos, em especial as siglecs (sialic-acid-binding



immunoglobulin-like lectins), lecitinas semelhantes a imunoglobulinas?!, tendo
papel essencial no controle da intensidade da resposta imune.

Entretanto, o acido sialico também €& um importante nutriente para a
manutencao in vivo dos micoplasmas??, de forma que sua realocagdo do meio
préximo as bactérias para o contato com as siglecs, servindo assim de ligantes
para as mesmas, se mostrou uma via de tratamento para a eliminacao de tais
bactérias.

Assim, Higuchi e col. injetaram TS e PTC, via intramuscular, em coelhos e
conseguiram regredir a aterosclerose e os niveis séricos de colesterol total e
suas fracoes.

Com o intuito de intensificar os efeitos da TS e das PTC, associou-as e
adicionou PDTC. Em animais tratados com tal associacdo, observou-se
desaparecimento quase total das placas, sendo que as poucas existentes eram
fibroticas, tendo retornado os CT e o n-HDL colesterol a niveis normais?.

O PDTC é um composto contendo tiol que pode atuar como um
antioxidante, ao atuar como um inibidor da ativagdo de NF-xB e suprimir
transcricdo de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas dependentes de NF-
kB?*, bem como por sua capacidade de redugdo de apoptose em linfocitos
normais e células endoteliais?®2%, de forma que muitos estudos concluiram que
o PDTC pode atuar como um captador de radicais e antioxidantes livres?’,
protegendo os tecidos normais de lesdes.

Entretanto, estudos recentes demonstram que o PDTC € capaz de induzir
reducdo de viabilidade celular e alteragbes morfoldgicas associadas a lesdo
celular devido atividades pro-oxidantes?®, relacionando-se assim ao

desenvolvimento de canceres em humanos29:30,



Desta forma, o presente projeto pretende avangcar neste estudo
experimental utilizando a via oral de administracdo do PTCTS, buscando
entender melhor os efeitos dos componentes deste composto e seus provaveis
efeitos no tratamento da aterosclerose, bem como analisar eventuais
complicagdes nos diferentes 6rgaos e os possiveis beneficios da remogao do

PDTC de sua composicao.



2.0BJETIVOS




2. Objetivos

2.1 Objetivos primarios

a) avaliar os efeitos dos componentes do PTCTS (PTC e TS)
isoladamente, comparando-os ao uso do composto PTCTS em relagcéo a
regressao, estabilidade (MMP-9) e composi¢do (RAM11 e LDLox) da placa de

ateroma em coelhos hipercolesterolémicos;

2.2 Objetivos secundarios

a) avaliar os efeitos do PTCTS e seus compostos quanto ao perfil lipidico
e transaminases, bem como em relagdo a presenca e eliminacdo de MPs
associadas ao Mycoplasma pneumoniae e a LDLox no soro de coelhos
hipercolesterolémicos;

b) verificar se o PTCTS e seus compostos causam efeitos adversos
através da avaliagdo macroscépica do figado, rins e baco;

c) avaliar a diferenga do composto PTCTS com e sem adigdo de PDTC.



3. METODOS




3. Métodos

3.1 Ambientagao da pesquisa

Os animais de todos os grupos foram mantidos por 12 semanas e
sacrificados no Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo, onde foram colhidas as amostras para estudo posterior.

Todos os procedimentos envolvendo a experimentacdo com os animais
foram realizados de acordo com principios éticos estabelecidos
internacionalmente (NRC, 1996).

As analises bioquimicas de colesterol total e fracdes, bem como enzimas
hepaticas foram realizadas no laboratorio de Analises Clinicas e as analises de
imunohistoquimica, microscopia eletrbnica, histologia e imunofluorescéncia
foram realizadas no Laboratério de Patologia Cardiaca, ambos do Instituto do
Coracao do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade

de S&o Paulo (InCor HC-FMUSP).

3.2Desenho do estudo

Nesta pesquisa foram estudados coelhos da raga Nova Zelandia (White

New Zealand), provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina —

USP, com aproximadamente 60 dias de idade, machos e fémeas, pesando 3,0
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t+ 0,5 kg. Os mesmos foram acondicionados em gaioleiros de ago inoxidavel

adequados a espécie, mantidos com ragao especifica para a espécie e agua ad

libitum, com intervalos de luz e escuriddo a cada 14/10 horas.

Entraram no protocolo apenas os animais que apos 30 dias sendo

alimentados com dieta enriquecida em colesterol apresentaram nivel de

colesterol total circulante >200 mg/dL. A amostra foi calculada segundo o

método de distribuicdo de Student3’.

Os coelhos incluidos neste estudo foram divididos randomicamente em 6

grupos conforme disposto abaixo.

Dieta Normal:
Grupo Controle Negatvo — CNeg - (Normal, sem dieta
hipercolesterolémica): Composto de 6 coelhos (3 machos e 3 fémeas),

receberam 400uL agua/dia no lugar do tratamento.

Dieta rica em colesterol:

Grupo Controle Positivo — CPos — (dieta hipercolesterolémica 12 semanas,
sem tratamento): Composto por 6 coelhos (3 machos e 3 fémeas)
receberam 400uL agua/dia no lugar do tratamento.

Grupo particulas organicas — PTC - (dieta hipercolesterolémica 12
semanas, tratamento com nanoparticulas de plantas): Composto por 6
coelhos (3 machos e 3 fémeas), tratados apenas com particulas organicas
naturais 300uL/dia.

Grupo Transialidase — TS - (dieta hipercolesterolémica 12 semanas,
tratamento com a enzima transialidase): Composto por 5 coelhos (3

machos e 2 fémeas), tratados apenas com a enzima transialidase
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300pL/dia.

e Grupo PTCTS (dieta hipercolesterolémica 12 semanas, tratamento com
associagao de particulas organicas naturais + transialidase): Composto por
6 coelhos (3 machos e 3 fémeas), tratados com PTCTS 400uL/dia.

e Grupo PDTC (dieta hipercolesterolémica 12 semanas, tratamento com
PTCTS + PDTC): Composto por 6 coelhos (3 machos e 3 fémeas), tratados

com PDTC 400pL/dia.

Dieta Mormal Agua 400 pLidia
CMeg
Dieta rica em colestenol dgua d00opLidia
CPos
PTC 300p Lidia
PTC
TS 100p Lidia
TS S—
PTCT 5 400p Lidia
FTCTS
PTCTS + POTC <400pLMia
POTC }
& semanas 12 semanas
Bazal Pré-Tratamenito Pés-Tratamento

Figura 1. Desenho do estudo.

O grupo de animais alimentados com dieta normal foi utilizado como
controle negativo, de forma que os dados obtidos através das analises destes
animais foram considerados valores de referéncia para animais saudaveis.

Tal grupo foi comparado aos animais do grupo controle positivo, que

receberam dieta rica em colesterol, porém sem nenhum tratamento, com o
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intuito de comprovar as alteragdes lipidicas, hepaticas e teciduais que ocorrem
durante o processo aterosclerético. Utilizamos tais dados como valores

referéncia para animais doentes.

3.3 Preparo da dieta enriquecida com colesterol

A dieta enriquecida com 1% de colesterol foi preparada através da
pulverizacdo de uma solucao contendo colesterol, éter etilico e etanol P.A.
absoluto sobre ragdo comercial usual, na propor¢do de 1g de colesterol para
100g de racgao.

O colesterol foi dissolvido adicionando-se 100mL de éter etilico e 50mL de
etanol P.A. absoluto/g constante agitagéo. A solugao foi misturada com a ragéo
usual e deixada em capela de exaustdo para a evaporagao completa dos
solventes por 24h.

A ragcdo rica em colesterol foi pesada separadamente em porcdes
individuais de 150g e armazenadas a -20°C em sacos plasticos lacrados.

O consumo de ragédo foi avaliado através da pesagem diaria do residuo
deixado pelos animais subtraindo-se o valor obtido dos 1509 iniciais servidos a
cada animal.

Os animais foram pesados semanalmente para avaliagdo de seu peso

corporal.
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3.4Procedimentos cirurgicos, técnicas laboratoriais e analises.

3.4.1 Coleta de sangue e métodos laboratoriais

No inicio do experimento, antes da insercdo da dieta rica em colesterol,
foram coletadas amostras de sangue de veia auricular marginal, de cada
animal para dosagem bioquimica do colesterol total (CT) e fracdes e as
transaminases hepaticas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT). O mesmo procedimento foi realizado antes do inicio
do tratamento e ao fim do experimento durante o sacrificio dos animais, e
nomeadas coletas Basal, Pré-tratamento e Pés-tratamento, respectivamente.

As amostras de sangue foram centrifugadas a 2000 rpm e o soro obtido,
fracionado, acondicionado em micro tubos Eppendorfe mantido a temperatura
de -32°C.

O colesterol total e as lipoproteinas de alta densidade (HDL) foram
dosados pelo método enzimatico CHOD-PAP (Merck, E.U.A.), sendo os niveis
séricos de HDL, medidos apds precipitagdo com acido fosfotungstico e cloreto
de magnésio. O valor do colesterol ndo HDL (n-HDL) foi calculado através da
subtracdo n-HDL=CT-HDL, e os valores dos triglicerideos (TG) foram obtidos
por método enzimatico de cor (GPO-PAP) com uso do aparelho Cobas Mira
(Roche).

As dosagens de lipideos foram realizadas no Laborat6rio Clinico do InCor-
HC FMUSP, todos com referéncias conforme as Diretrizes Brasileiras sobre

Dislipidemias.
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3.4.2 Sacrificio dos animais

O sacrificio foi realizado apdés pesagem dos animais com injegao prévia
de anestésicos (ketamina 25-50 mg/kg associado a xilazina 2-5 mg/kg via
intramuscular), cuja acado foi aprofundada com barbitarico (Tiopental) e
administracao de cloreto de potassio 3ml, via intra-cardiaca.

Os animais foram imediatamente submetidos a necropsia no qual a aorta

foi retirada na integra, acompanhada de todo o monobloco dos 6rgaos.

3.4.3 Andlises morfométricas e histolégicas

A aorta foi dissecada do monobloco, seccionada a altura de sua raiz e da
bifurcagao iliaca. Foi feito um corte transversal junto da raiz da aorta, contendo
cerca de 1 cm de extensao de artéria ascendente, e posteriormente seccionado
em 2 partes, sendo uma para técnica de microscopia eletrébnica e uma para
emblocamento em parafina.

O restante da artéria foi aberto longitudinalmente em seguida e preso em
superficie lisa de cartolina com alfinetes, fixado em formol tamponado 10%, pH
7.4, por 24 horas. A seguir, corado pelo método histoquimico Scarlet R (SUDAN
IV), o qual, cora a gordura em vermelho.

Esse material posteriormente foi fotografado em camera digital, cujo
arquivo foi importado ao programa de analise de imagem Aperio ImageScope
Software® (Aperio Technologies, Inc. CA, USA).

Utilizamos a ferramenta Rule Tool para medir o comprimento total do
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vaso, bem como a altura (perimetro da circunferéncia do vaso) do mesmo em

trés diferentes pontos (extremidades e o meio do vaso) para obtengdo da
média desses valores.

Contornamos o vaso com a ferramenta Pen Tool, obtendo desta forma o

valor da area total do mesmo, e utilizamos o contorno como delimitacido da

area a ser analisada pelo software para quantificar a porcentagem de area
corada com o SUDAN IV (Figura 2).

Annotations - Detailed View

T
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ayer

b twerage Posive Iner 216 157 [A|| Regon  Lengh  dres Test verage Pastve lntensiy | Percent Wesk Postive
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Layer 7
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Figura 2: A- Medida feita no ImageScope para obtencdo dos valores do comprimento, altura e area da

aorta. B- Quantificagcdo de da porcentagem de area com placa, marcada em amarelo, através da analise
colorimétrica de identificagdo do corante Sudan IV dentro da area selecionada.

Apos a analise macroscoépica da aorta, foi feito na mesma um corte

transversal de aproximadamente 2mm acima dos ramos bronquiais € 2mm

abaixo da saida das artérias renais para analise histologica das porcoes
toracica e abdominal da aorta.

Dos fragmentos retirados das por¢des ascendente, toracica e abdominal
da aorta, foram realizados cortes seriados de 5um das seccbes emblocadas

em parafina, corados por Hematoxilina & Eosina (H&E) e escaneadas através
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do aparelho ScanScope CS System® (Aperio Tecnologia, Inc. CA, USA) com
uma objetiva Olympus UPlanSApo 20x acoplada ao escaner que gerou
arquivos de imagem ".svs" para serem analisadas no programa Aperio

ImageScope Software.

Luz potencial {LP)

Luz Real (LR}

Perimetro da elastica
externa (PE)

Area da camada média
(AN

Area de Placa (AP)
Perimetro da elastica
interna (FI)

Figura 3: Variaveis avaliadas no corte histolégico da porgdo ascendente da aorta.

Através do software, medimos na porgao ascendente o perimetro da
lamina elastica externa (PE); o perimetro da lamina elastica interna (Pl); a area
da camada média (AM); a luz potencial do vaso (LP) — lumen do vaso sem a
placa; a luz real do vaso (LR) — lumen do vaso com a placa; a area da placa de
ateroma (AP) e a porcentagem de obstrugdo do vaso (%Obs), conforme
demonstrado na Figura 3.

Nas porcdes toracica e abdominal foram avaliados a extensdo total do
fragmento (Et), a extensdo da base da placa de ateroma (Ep) e sua area total
(AP), demonstrado na figura 4.

Durante o sacrificio figado, rins e bago foram colhidos e pesados, e entéo
tiveram fragmentos cortados axialmente que foram fixados em formol

tamponado 10%, pH 7.4, por 24 horas, para serem emblocados em parafina.
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Cortes seriados de 5um foram corados em H&E, escaneadas através do
aparelho ScanScope CS System® (Aperio Tecnologia, Inc. CA, USA) com uma
objetiva Olympus UPlanSApo 20x acoplada ao escaner que gerou arquivos de
imagem para serem analisadas qualitativamente no programa Aperio
ImageScope View Software (Apreio Technologies, Inc. CA, USA).

A analise dos 6rgaos se deu através da avaliagdo da integridade dos

tecidos e células, presenca de lesdes e alteragdes celulares.

Area da
Placa (AP)

Extenséo
total (Et)

Extenséo da
placa (Ep)

Figura 4. Variaveis avaliadas no corte histolégico das por¢des toracica e abdominal da aorta.

3.4.4 Analise de microparticulas contendo antigenos de Mycoplasma

pneumoniae e LDL oxidada

Estudos recentes do grupo mostraram MPs carregando antigenos do
agente infeccioso Mycoplasma pneumoniae e de LDL oxidada no interior de
placas de ateroma e valva aértica calcificada humanas32.

No presente trabalho, quantificamos as MPs contendo esses mesmos
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antigenos no soro dos coelhos, uma vez que poderiam ter relagdo com o
agravamento da placa de ateroma.

Foi utilizada a técnica de imunofluorescéncia para tal analise, a qual foi
aplicada no soro obtido em 3 diferentes fases do experimento: Soro
proveniente da coleta basal, antes do inicio da dieta rica em colesterol; soro
proveniente da coleta pré-tratamento; e soro proveniente da coleta pos
tratamento, durante o sacrificio.

Para que fosse possivel a separacdo das MPs, as reacgdes de
imunofluorescéncia se deram a partir da mistura do soro total com solugao de
meio H (D-manitol, sacarose, HEPES e BSA) e sua centrifugagéo, sendo assim
separado em duas fases: pellet e sobrenadante. Ambas as fragbes foram
analisadas a fresco e escolheu-se 0 sobrenadante para estudo por
apresentarem as MPs de interesse.

O sobrenadante do soro dos animais de cada grupo foi incubado por uma
hora a 25°C com o anticorpo primario LDLox (clone 2C70OSF10, preparado e
doado pela Dra. Dulcineia Abdalla, Faculdade de Ciéncias Farmacéutica - USP)
e com o anticorpo primario Mycoplasma pneumoniae (clone B748M, anti-
mouse — Abcam) em aliquotas distintas.

Apos esse periodo de incubagao, foram adicionados os anticorpos
secundarios. Nas aliquotas marcadas com o anticorpo LDLox adicionou-se o
anticorpo secundario Alexa fluor 488, donkey anti-mouse 1gG H+L — Invitrogen,
enquanto nas aliquotas marcadas com o anticorpo Mycoplasma pneumoniae,
adicionou-se o anticorpo secundario (Alexa fluor 555, donkey anti-mouse 1gG
H+L — Invitrogen), as quais foram incubadas por mais uma hora a 25°C.

As imagens das ldminas imunomarcadas com os respectivos fluoréforos
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foram captadas no microscopio de florescéncia Evos FL Cell Imaging System
(MG Advanced Microscopy Group), com objetiva de x20 e salvas em JPG para
serem quantificadas no programa IrfanView.

Foram quantificadas MPs de 0,5um em dois campos opostos de 4 fotos

no aumento de 20x (Figura 5), das quais foram feitas as médias para analise

estatistica.

Figura 5. Quantificagdo de MPs associadas a antigenos de Mic e LDLox pela técnica de
imunofluorescéncia. Aumento x20.

3.4.5 Analise imunohistoquimica da composic¢ao e vulnerabilidade da

placa de ateroma

Os cortes histolégicos foram fixados em formol, parafinados, cortados a
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5um e dispostos em laminas com 3-aminopropylethoxysilane (Sigma). A seguir
foram desparafinados em xilol, hidratados em alcool de diferentes
concentragdes (100%, 95%, 70%) e agua.

Quando necessaria, a recuperagao antigénica foi realizada com enzima
Tripsina (15 minutos a 37°C) ou com tampdes (TRIS-EDTA 10mM pH 9.0 ou
Citrato 10mM pH6.0) em panela de pressao (DakoCytomation- California/ Code
N° S2800).

Apds a lavagem do material em agua foi realizado o bloqueio da
peroxidase endogena com Peroxido de Hidrogénio 6%, com 2 banhos de 8
minutos a temperatura ambiente. O bloqueio de proteinas inespecificas foi
realizado com CAS Block (Invitrogen Céd. 008120) 30 minutos a temperatura
ambiente.

De acordo com a padronizacao e orientacdo do fabricante, os anticorpos
primarios (Anti-Macréfago de Coelho, clone RAM11 — DAKO; anti-MMP9, clone
56-224 — Abcam; anti-LDLox clone 2C70OSF10) foram diluidos em Antibody
Diluente (Invitrogen) e cada corte incubado durante 1 hora a temperatura
ambiente.

A seguir, apos lavagem em PBS pH 7.4, foi realizada a deteccdo do
antigeno/anticorpo utilizando o Kit EnVision HRP Mouse (Dako).

Para a revelagdo das reagdes utilizou-se o substrato cromégeno DAB,
(DakoCytomation- California) e a contra-coloragao foi feita com Hematoxilina de
Harris (Easy Path).

As laminas com as reacdes foram desidratadas em alcool de diferentes
concentragdes (70%, 95% e 100%), diafanizadas com xilol e montadas com

laminulas e resina sintética Entellan (Merk) para entdo serem escaneadas
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através do equipamento de obtencao de imagens ScanScope.

A anélise se deu na area total de placa. Uma vez selecionadas as areas,
utilizamos o contorno como delimitagdo da area a ser analisada pelo software
Aperio ImageScope Software® (Aperio Technologies, Inc. CA, USA) para
quantificar a porcentagem de area marcada com o anticorpo a ser estudado

(Figura 6).

Figura 6. A - Selecdo de area de placa a ser analisada pelo Aperio ImageScope. B — Area analisada por
diferenga de coloragédo onde as areas positivas estdo marcadas em amarelo.

3.5 Analises estatisticas

As variaveis quantitativas obtidas foram expressas nas tabelas em média
+ DP. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa SigmaStat
para Windows versao 3.5.

As diferencas entre CNeg x CPos foram calculadas através do teste t de

Student.
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Aplicamos o teste t pareado para comparar dados em animais do mesmo
grupo, em tempos de coleta diferentes (Pré x Pds-tratamento) nas analises do
soro, peso e consumo de racao.

Para a comparacédo das analises do soro entre os grupos, utilizamos a
diferenga entre os valores das coletas pré e poés-tratamento (AT) através do
ANOVA, de forma a verificar a se houve diferenca induzida pelo tratamento.

Como o composto completo € o PTCTS, os resultados deste grupo foram
comparados com o grupo CPos) através do teste t de Student.

Posteriormente os dados do PTCTS e do CPos comparados com os
demais grupos através do teste ANOVA (CPos x PTCTS x demais tratamentos).
Quando o teste ANOVA apresentava diferenga significativa, a comparagéo
entre grupos foi feita usando o teste t de Bonferroni para dados que passaram
no teste de normalidade e o teste de Dunn para analises que n&o passaram no
teste, estabelecendo sempre o CPos como controle.

Consideramos p<0,05 estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS




4. Resultados

4.1 Peso e consumo de ragao

Nao houve diferenga significativa em nenhum dos grupos quanto ao peso
Pré vs. Pos-tratamento, bem como entre grupos (P=0,24).

Os grupos que receberam dieta rica em colesterol ndo apresentaram
diferenca nas fases pré (P=0,13) e pos-tratamento (P=0,33), porém
apresentaram reducao significativa na quantidade de racédo consumida apds o
inicio do tratamento, incluindo o grupo CPos, todavia o grupo CNeg, que
recebeu racdo normal, manteve a média de consumo ao longo de todo o
experimento.

Os dados de média + DP, bem como de comparacao das fases pré vs

pos-tratamento de ambas as analises estao dispostos na Tabela 1.

4.2 Controle negativo vs controle positivo

Através das analises bioquimicas (Tabela 2) notou-se que todos os grupos
com dieta rica em colesterol tiveram niveis de CT e suas fragbes, bem como

TG, alterados entre as fases basal e pré tratamento.

O grupo CPos apresentou aumento significativo entre as coletas pré vs

pos-tratamento em relagdo ao CT (P=0,03), n-HDL colesterol (P=0,005) e
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triglicérides (P=0,04), e queda significativa nos niveis de ALT (P=0,0006).
Quando comparado ao grupo CNeg, o CPos apresentou aumento significativo
quanto aos niveis de CT (P=0,009) e n-HDL colesterol (P=0,002), sem
diferencas referentes as demais variaveis (HDL P=0,82; TG P=0,09; AST
P=0,98 e ALT P=0,64), Figura 7.

A analise macroscopica das porgdes toracica e abdominal da aorta
(Tabela 3) n&do mostrou diferenga em relagdo ao comprimento (P=0,46), altura
meédia (P=0,67) e area (P=0,99) entre os grupos controle negativo, positivo e
grupos tratados, todavia, o grupo CPos apresentou maior porcentagem da area
de superficie com placas de ateroma (Figura 8) do que o CNeg (P=0,002).

Na analise da por¢ao ascendente da aorta pelo H&E, o grupo CPos néao
apresentou diferenca do grupo CNeg em relacdo ao tamanho do vaso (PE
P=0,99, PI P=0,77, LP P=0,42, e AM P=0,73), contudo apresentou grande area
de placa P=0,003, aumento da %Obs do vaso (P=0,004) e diminuigdo da LR
(P=0,04), conforme mostrado na Tabela 4.

O estudo da histologia da por¢cdo ascendente da aorta mostrou que os
animais do grupo CPos apresentavam areas de alteracdo na camada meédia,
sugestivas de calcificagdo. Tais alteragdes foram observadas apenas neste
grupo (Figura 9).

A analise da porgéo toracica mostrou que ambos os grupos apresentaram
Et similares (P=0,73), contudo, CPos apresentou maior Ep (P=0,004) e Ap
(P=0,002). O mesmo foi observado na porg¢ao abdominal da aorta (Et P=0,8, Ep
P=0,002, AP P=0,002). Dados de médiatDP dispostos na tabela 5.

A avaliagdo de MPs associadas a antigenos de Mycoplasma pneumoniae

e LDLox no soro mostrou que, mesmo tendo sido separados de forma
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randomizada, os animais do CPos e TS ja apresentavam grande quantidade de
MPs associadas a antigenos de Mic (Tabela 6), enquanto os grupos CNeg e TS
tinham maior quantidade de MPs associadas a antigenos de LDLox na coleta
basal do que os demais grupos (Tabela 7). Assim, avaliamos a diferenga dos
valores pré e pés-tratamento (AT), para determinar se houve efeito dos
tratamentos sobre estas variaveis (Figura 10).

Através desta analise, foi possivel notar que houve aumento significativo
nos demais grupos quanto a quantidade de MPs associadas tanto a antigenos
de Mic como de LDLox entre as coletas basal e pré-tratamento.

A analise pré vs pds-tratamento mostrou que o grupo CPos teve aumento
significativo da quantidade de MPs associadas ao Mic (P=0,02), e néao
significativo quanto a LDLox (P=0,57).

O grupo CNeg n&o apresentou diferenga significativa em relagdo a
nenhum dos antigenos presente no soro através da técnica de
imunofluorescéncia.

Quando os grupos sao comparados entre si, através do AT, observou-se
que o grupo CPos apresenta quantidade de MPs associadas ao Mic
significativamente maior que o CNeg (P=0,002), sem diferengca quanto ao
antigeno de LDLox (P=0,37).

N&o puderam ser realizadas analises estatisticas com os dados obtidos
do grupo CNeg através da técnica de imunohistoquimica para avaliagdo da
composicao e estabilidade da placa de ateroma, uma vez que esses animais
nao apresentaram area de placa no fragmento da porgcdo ascendente
estudado.

Entretanto, os animais do CPos apresentaram placa de ateroma
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marcacgao positiva para antigeno de RAM11 e LDLox, assim como de MMP9
(Tabela 8).

As analises histologicas dos 6rgaos dos animais do grupo CNeg
apresentaram 6rgaos com tamanho (Tabela 9) e estruturas integras e auséncia
de lesdes macroscopicas.

A histologia do figado demonstrou hepatécitos integros, espacgo-porta,
artérias, ductos e septos livres, auséncia inflamacao e de alteracbes ou morte
celular de caracteristica patologica (Figura 11).

Os rins apresentavam glomérulos e tubulos integros, auséncia de
hemorragia, infiltragao linfocitaria ou alteragao celular (Figura 12).

O bago também apresentou estrutura integra com polpas vermelha e
branca preservadas, auséncia de infiltracdo de macrofagos e/ou de gordura,
alteracao ou morte celular (Figura 13).

O grupo CPos apresentava orgaos com aspectos alterados, sendo o
figado significativamente maior que no grupo CNeg (P=0,02), com infiltragdo
intensa de linfécitos e macrofagos xantomatosos, além da presenca de
gordura.

Os rins dos animais do grupo CPos apresentaram infiltracao linfocitaria,
presenga de gordura e alterag&o celular tipica de processo fibrético, enquanto o
bagco continha infiltragdo de macréfagos xantomatosos e gordura, além de
apresentar difusao das polpas vermelha e branca.

Uma vez demonstradas diferencas entre animais saudaveis e doentes,
foram comparados os dados do grupo CPos (nao tratado) com os, de forma a

verificar os efeitos do PTCTS, com e sem adi¢ao do PDTC, e seus compostos.
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4.3PTCTS

A anadlise bioquimica dos animais deste grupo mostrou que, apesar do
tratamento, houve aumento significativo nos valores de CT (P=0,02), n-HDL
(P=0,02) e triglicérides (P=0,005), e diminuicdo significativa dos niveis da
transaminase ALT (P=0,03) e nao significativa na quantidade de HDL sérico
(P=0,07), sem diferencas quanto aos niveis de AST (P=0,82) quando
comparado as coletas pré vs pos-tratamento.

Através da comparacdo do AT dos itens do perfil lipidico e das
transaminases, notou-se que o grupo PTCTS n&o apresentou diferengas
estatisticas significantes (CT P=0,1; HDL P=0,49; n-HDL P=0,18; TG P=0,82;
ASTP=0,75 e ASTP=0,68) quando comparado ao CPos.

A avaliagdo macroscopica da aorta mostrou que o grupo PTCTS néao
apresentou diferenga significativa em relagcado a porcentagem de area de placa
na superficie das por¢des toracica e abdominal da aorta quando comparado ao
CPos (P=0,53).

A anadlise do fragmento de aorta ascendente demonstrou que os animais
tratados com o composto PTCTS apresentaram aumento significativo em
relagao aos PE (P=0,01), PI (P=0,04), LP (P=0,01), LR (P=0,04) e AM (P=0,01),
sem diferengas quanto as demais variaveis (AP P=0,41 e %Obs P=0,69).

A avaliacao tanto da porcdo toracica ndo mostrou diferenga no vaso dos
animais tratados com PTCTS quando comparado ao CPos (Et P=0,31, Ep
P=0,68, e AP P=0,82).

Todavia, a por¢cao abdominal da aorta apresentou menor extensao de

placa e de area de placa no grupo tratado com PTCTS (CPos Ep 4,07 + 2,54;
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AP 0,74 + 0,25 vs PTCTS Ep 3,11 + 2,53; AP 0,32 * 0,29), ainda que néo
significativamente (Et P=0,87, Ep P=0,55 e AP P=0,25), melhor representado
na figura 14.

Analise do soro pela imunofluorescéncia mostrou que o tratamento com
PTCTS reduziu significativamente o numero de MPs associadas a antigenos de
Mic e LDLox ao comparamos as fases pré vs pos-tratamento (P=0,01 e P=0,04
respectivamente), enquanto a avaliagdo do AT comparativamente ao grupo
CPos mostrou que o tratamento teve efeito evidente na reducao de tais MPs
(Mic P<,001 e LDLox P=0,06).

A avaliacao pela imunohistoquimica relativa a composi¢ao da placa de
ateroma mostrou que o grupo PTCTS n&o apresentou diferengcas do CPOS
quanto a porcentagem de RAM11 (P=0,74) ou de LDLox (P=0,79). O mesmo
pode ser dito quanto a presenca de MMP9 (P=0,84).

Quanto a histologia dos 6rgéos, o grupo tratado com PTCTS apresentou
figado com hepatdcitos vacuolizados, infiltrado linfocitario discreto e presenca
de macrofagos xantomatosos e gordura em menor quantidade quando
comparado ao CPos.

Os rins desses animais continham infiltragcdo discreta de gordura e
hemorragia leve, além de infiltrado linfocitario intenso nos tubulos renais
enquanto os glomérulos ndo apresentaram alteragdes evidentes, mostrando-se
bastante similar ao grupo CNeg.

No bagco dos animais deste grupo notou-se infiltragdo discreta de
macrofagos xantomatosos, com polpas branca e polpa vermelha integras

quando comparado aos CNeg e CPos.
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4.4 Nanoparticulas organicas naturais — PTC

O grupo PTC nao mostrou efeitos redutores no perfil lipidico, ou nas
transaminases quando comparadas suas fases pré vs pos-tratamento (CT
P=0,2; HDL P=0,42; n-HDL P=0,11; TG P=0,14; AST P=0,12 e AST P=0,43) ou
mesmo tendo seu AT comparado aos grupos CPos e PTCTS através do teste
ANOVA (CT P=0,4; HDL P=0,59; n-HDL P=0,62; TG P=0,95; AST P=0,14 e AST
P=0,42).

A avaliagdo macroscopica das porcdes toracica e abdominal da aorta
mostrou que nao houve diferenga quanto a porcentagem de area de placa do
grupo PTC comparado ao CPos (P=0,8).

Na anadlise histolégica na por¢cédo ascendente mostrou que o tratamento
com particulas teve efeito sobre a estrutura do vaso, ao aumentar os valores do
PE (P=0,03), PI (P=0,03) e da LR (P=0,03) significativamente, quando
comparado ao CPos e PTCTS. Enquanto as demais variaveis né&o
apresentaram diferenca (LR P=0,06; AP P=0,52, AM P=0,06 e %Obs P=0,86).

N&o foram encontradas diferengas significativas na porgéo toracica (Et
P=0,45, Ep P=0,44 e AP P=0,33) ou na por¢ao abdominal da aorta (Et P=0,99,
Ep P=0,55 e AP P=0,67) quando comparamos a analise histolégica do grupo
PTC com os grupos CPos o PTCTS.

Quando comparamos o soro pré vs pos-tratamento dos animais do grupo
PTC, notamos que este tratamento nao foi capaz de reduzir a quantidade de
MPs associadas a antigenos de LDLox (P=0,28) e apresentou apenas uma
tendéncia a remover MPs associadas a antigenos de Mic (P=0,06). A

comparagao do AT mostrou que o tratamento com PTCs n&o apresentou
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reducao significante de MPs associadas a aintigenos de Mic (P>0,05 — teste de

Dunn), ou de LDLox (P=0,11).

O tratamento com PTC nao apresentou diferenca quanto a presenca de
RAM11 (P=0,94), LDLox (P=0,34) ou MMP9 (P=0,57) na placa de ateroma

quando comparado ao CPos e ao PTCTS.

No grupo PTC os animais apresentaram figado com menor presenga de
macrofagos xantomatosos e gordura, entretanto com infiltrado linfocitario
intenso. Notou-se um efeito semelhante nos rins, enquanto o bago continha
infiltracdo moderada de macrofagos xantomatosos e dispersao das polpas

vermelha e branca.

4.5Transialidase — TS

O grupo TS apresentou efeito de redugado do HDL colesterol (P=0,03) e
aumentou, nao significativamente, os niveis de n-HDL colesterol (P=0,08)
quando comparadas as fases pré vs pos-tratamento, sem alteragdes
significativas das demais variaveis (CT P=0,95; TG P=0,12; AST P=0,74 e AST
P=0,24).

Ao comparar seu AT aos grupos CPos e PTCTS através do teste ANOVA
apresentou diferenga redugao dos niveis de CT (P=0,05) sem diferenca quanto
as demais variaveis (HDL P=0,32; n-HDL P=0,15; TG P=0,89; AST P=0,92 e
AST P=0,97).

A avaliagdo macroscopica das porcdes toracica e abdominal da aorta
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mostrou que ndo houve diferenga quanto a porcentagem da area da superficie
com placa de ateroma do grupo TS (P=0,16).

O grupo TS nao apresentou diferengas quanto a estrutura do vaso na
analise histolégica da porgdo ascendente (PE P=0,39; Pl P=0,07; LP P=0,51;
LR P=0,13; AP P=0,63; AM P=0,09 e %Obs P=0,89), toracica (Et P=0,61, Ep
P=0,91 e AP P=0,88) ou abdominal (Et P=0,43, Ep P=0,6 e AP P=0,19) quando
comparado aos grupos CPos e PTCTS.

Na comparagao do soro pré vs pos-tratamento, o grupo TS nao foi capaz
de reduzir a quantidade de MPs associadas a antigenos de LDLox (P=0,13) e
Mic (P=0,42). Assim como na comparagdo do AT com os grupos CPos e

PTCTS (Mic P=0,11 — teste t de Bonferroni; LDLox P>0,05 — teste de Dunn).

A administracédo da TS nao apresentou efeito sobre a porcentagem de
RAM11 (P=0,69), LDLox (P=0,49) ou MMP9 (P=0,81) presentes na placa de
ateroma quando comparado ao CPos e ao PTCTS.

Os animais tratados com TS apresentaram infiltracao linfocitaria e de
macrofagos xantomatosos moderadas no figado, rins e bago, sendo que este

ultimo apresentou dispersao moderada das polpas vermelha e branca.

4.6PDTC

A avaliagao do perfil lipidico pré vs pds-tratamento mostrou que houve
aumento significativo de CT (P=0,02) e de n-HDL colesterol (P=0,004) e néo
significativa de TG (P=0,07), além de reducdo significativa da transaminase

ALT (P=0,03), sem diferencas quanto as demais variaveis (HDL P=0,28 e AST
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P=0,51).

Enquanto a comparagao com os grupos CPos e PTCTS através do teste
ANOVA nao apresentou diferengcas em nenhuma das variaveis (CT P=0,18;
HDL P=0,81; n-HDL P=0,33; TG P=0,92; ASTP=0,51 e ASTP=0,38).

A avaliagdo macroscopica das porcdes toracica e abdominal da aorta
mostrou que nao houve diferenga quanto a porcentagem de area de placa do
grupo TS comparado aos grupos CPos e PTCTS (P=0,63).

A analise histologica da porcdo ascendente apresentou diferenca apenas
quanto ao PE (P<0,001) através do teste ANOVA quando comparado ao CPos
e ao PTCTS, entretanto ndo houve alteracbes em relagdo as demais variaveis
(P1 P>0,05; LP P=1,0; LR P=1,0; AP néao testado; AM P>0,05 e %Obs P=0,86),
ou quanto a porgéo toracica (Et P=0,36, Ep P=0,73 e AP P=0,92). Enquanto a
por¢cdo abdominal apresentou redugdo nao significativa da AP (P=0,23) sem
diferengas quanto a Et (P=0,67) ou a Ep (P=0,41).

A comparacao de MPs no soro pré vs pés-tratamento dos animais do
grupo PDTC pela técnica de imunofluorescéncia mostrou que este tratamento
foi capaz de reduzir a quantidade de MPs associadas a antigenos de LDLox
(P=0,01) e Mic (P=0,03). E a comparagdo do AT mostrou que o tratamento
levou a reducédo de MPs associadas a antigenos de LDLox (P=0,002 — teste t

de Bonferroni), sem diferengas quanto a antigenos de Mic (P=0,09).

O grupo PDTC néao apresentou diferengas em relacédo a composi¢céo ou
vulnerabilidade da placa quanto a porcentagem de antigenos para RAM11
(P=0,59), LDLox (P=0,46) ou MMP9 (P=0,73) quando comparado ao CPos e

PTCTS na area de placa avaliada pela técnica de imunohistoquimica.
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Na analise histolégica dos 6rgaos, o grupo PDTC apresentou o figado
com menor infiltragdo de macréfagos xantomatosos e infiltracdo linfocitaria
moderada. No bacgo, houve infiltracdo leve de macréfagos xantomatosos e
disperséo leve das polpas vermelha e branca. Os rins apresentaram grande
acumulo de macréfagos xantomatosos e gordura, além de infiltrado linfocitario

intenso e hemorragia leve nos tubulos renais.

Tabela 1. Média + DP do peso dos animais de cada grupo nas fases basal, pré e pds-tratamento e AT, e
do consumo de ragao nas fases pré e pos-tratamento com comparagao do peso e consumo de ragao pelo
teste t pareado.

Peso (Kg) Racéo (g9)
Basal Pré Trat Pos Trat AT P Pré Trat Poés Trat P

CNeg 3,1+02 3603 08+04 0,2%0,2 0,1 1184+17,82 1151+£21,8 0,5
CPos 3,3%x0,2 3403 3405 0,0%£0,2 1,0 98,9+9,9 774+£17,2 0,02
PTC 34+02 36+02 34+03 -02+x03 0,15 104,6+9,6 72 £20,7 0,02
TS 3403 37205 3,7+04 -0,04+0,2 0,65 1154+222 84,9+804 0,02
PTCTS 3,3+0,3 35+0,2 35+04 -0,05+0,2 0,64 103,5+88 904+11,2 0,01
PDTC 3,3+02 04+02 02+03 -0,1+02 0,16 96,1 £ 6,6 78,8+16,6 0,01

Tabela 2. Média + DP dos valores de colesterol total e fragbes, triglicérides e transaminases dos grupos
controle negativo, positivo e tratados nas fases basal pré e pds-tratamento, e comparagdes pelo teste t
pareado.

Colesterol total (mg/dL) P P
Basal Pré-trat. Poés-trat. AT Basal x Pré Pré x Pés
CNeg 10085 88 +43 84 + 55 -4 +£17 0,32 0,58
CPos 6539 979274 1418 £383 4391345 <0,001 0,03
PTC 74+£51 11831318 1534 £426 352 + 586 <0,001 0,2
TS 74 £ 36 971 £ 145 960 £ 376 -9 £ 336 <0,001 0,95
PTCTS 89 £ 56 968 £293 1137 +£273 169120 <0,001 0,02
PDTC 71+35 902 +187 1174 +298 272 +197 <0,001 0,02
HDL (mg/dL) P P
Basal Pré-trat. Poés-trat. AT Basal x Pré  Pré x Pés
CNeg 3719 42 + 17 32120 -10£18 0,17 0,22
CPos 3217 506 % 279 445 + 131 -61 £ 193 0,004 0,47
PTC 32+18 531+ 91 487 £ 125 -44 £ 123 <0,001 0,42
TS 42 +14 615+ 189 344 £137  -225+ 205 0,001 0,03
PTCTS 39+20 573 + 158 442 + 98 -131 £ 140 <0,001 0,07
PDTC 36+ 14 551 + 127 430+ 175 -120 + 245 <0,001 0,28
n-HDL (mg/dL) P P
Basal Pré-trat. Pos-trat. AT Basal x Pré  Pré x Pés
CNeg 63+ 75 46 + 31 52 £ 37 614 0,26 0,33
CPos 3325 473 £ 193 973 £ 385 500 £ 256 0,002 0,005
PTC 42 + 34 652 +292 1047 £375 395 %502 0,002 0,11
TS 32+24 357 + 206 616 + 333 216 + 246 0,01 0,08
PTCTS 50 +37 395 + 395 696 + 197 300 + 229 0,01 0,02
PDTC 35+39 351 + 243 743 + 164 392 + 187 0,01 0,004
Triglicérides (mg/dL) P P
Basal Pré-trat. Pos-trat. AT Basal x Pré  Pré x Pés
CNeg 8327 56 = 26 203 £ 335 147 + 349 0,1 0,44
CPos 83+59 134 + 50 377 + 201 244 + 210 0,1 0,04
PTC 77 £27 205+ 115 600 + 556 396 + 562 0,02 0,14
TS 51+18 94 +44 344 + 322 208 + 277 0,02 0,12
PTCTS 69 +27 119 + 91 386 + 225 267 + 139 0,35 0,005
PDTC 70+43 81 + 38 380 + 309 299 + 324 0,14 0,07
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AST (UIL) P P

Basal Pré-trat. Pos-trat. AT Basal x Pré  Pré x Pés
CNeg 38%12 41 +13 42 +9 13+17 0,33 0,85
CPos 42+10 46 +10 47 + 8 1+10 0,29 0,8
PTC 45+13 53 +17 78 +28 25+ 33 0,16 0,12
TS 64 + 35 78 + 21 85+ 23 7+42 0,14 0,74
PTCTS 4919 61 +20 59 + 30 -2+ 26 0,37 0,82
PDTC 57 +43 64 +18 57 £19 -7+24 0,09 0,51
ALT (U/L) P P
Basal Pré-trat. Pos-trat. AT Basal x Pré  Pré x Pés
CNeg 81%15 108 + 45 86 + 55 -23+71 0,09 0,47
CPos 98+26 90 +24 53+18 -37 £ 20 0,15 0,006
PTC 109+23 97 + 32 80 + 28 -17 £49 0,21 0,43
TS 148 + 61 131 +74 72 +£32 -49 + 89 0,16 0,24
PTCTS 127 +34 101 £ 32 56 +14 -44 + 36 0,34 0,03
PDTC 113 %42 130 £ 83 52+ 10 -78 + 82 0,11 0,03

Tabela 3. Média + DP da analise macroscopica das porgdes toracica e abdominal da aorta dos animais de
cada grupo.

Comprimento (mm) Altura (mm) Area (mm?) % Placa
CNeg 92,5+12,7 8,1+0,6 752,5 £130,7 79+11,3
CPos 103,2+ 11,4 8,3+0,7 862,8 £ 159,6 39+18
PTC 95,12 £ 15,3 8,8+0,8 840,6 + 198,7 26,955
TS 101,4£11,5 9,3+1,2 947,9 £ 189,5 58,7 + 26,6
PTCTS 114,7 £ 23,9 9,2+28 1091,4 £ 500,1 39,3+21,2
PDTC 103,7 £ 221 8,3+1,8 883 +349,5 43,4+ 15,6

Tabela 4. Média + DP das medidas da aorta ascendente dos animais de cada grupo analisados pelo H&E.

PE (mm) Pl (mm) LP (mm?») LR (mm?) AP (mm? AM (mm? %Obs

CNeg 15,1 +£1,3 12,315 6,8+1,6 6,8+1,6 00 59+0,8 00
CPos 15,1 +1,1 12,51 59+1,8 43+17 21+16 57+04 28,6 +17,6

PTC 17217 14,7 £1,6 9,9+ 3,1 7,317 3+2,6 6,719 243 +117
TS 15,9+0,6 13,2+0,6 75625 59+3 1,717 6,319 244 £17,7
PTCTS 171%£11 14,1+13 9,723 74+28 23+x15 7311 245+16,9
PDTC 12,1+0,6 8+1,7 53+23 3,9+2.2 14+07 63+13 29,1+ 13

Tabela 5. Média + DP das medidas das porgbes toracica e abdominal da aorta dos animais de cada grupo
analisados pelo H&E.

Porgéo toracica da aorta Porcao abdominal da aorta
Extensao Extensdo da Area de Extensdo Extensdoda Area de Placa
total (mm) placa (mm) Placa (mm?) total (mm)  placa (mm) (mm?)
CNeg 10+0,4 0,5+1,2 0,03+0,1 74+23 0,1+0,3 0,01+ 0,02
CPos 9,7+1,6 4,7+ 3,6 0,8+0,9 78124 41+25 0,7+0,8
PTC 10,6 £ 3,6 6,5+3,7 1,4+1.2 7,7+28 26122 04+04
TS 89+272 44 +27 0,6+0,4 8,9+0,8 5+3,6 1,1+0,9
PTCTS 8,718 39+28 0,7+0,4 76+14 31+25 0,3+0,3
PDTC 8,6 +0,9 35+0,8 0,8+0,5 84+12 22+19 0,3+0,2

Tabela 6. Média = DP da quantificacdo de MPs associadas a antigenos de Mycoplasma pneumoniae com
comparacao das fases basal, pré e pds-tratamento nos animais de cada grupo.

Basal Prévs

Mycoplasma pneumoniae ] .
ycop b x Pré Pés

Basal Pré Trat Pés Trat AT P P
CNeg 45+ 15,6 71,3+ 255 49,33 + 17,33 -22 +29,2 0,02 0,12
CPos 209,2 £104,3 285,7 £105,9 437,5 + 198,99 151,8 +112,4 0,001 0,02
PTC 62+42 105,7 £43,1 70 + 14,27 -35,7 £48,8 0,08 0,06
TS 369,2 £ 2431 286,4 £ 158 ,4 361,2 £ 135,08 74,8 £87,2 0,31 0,13
PTCTS 102,3 £ 59,1 296 + 183,6 158,67 + 103,51 -137,3+88,4 0,02 0,01
PDTC 58,2 £ 26,5 140,5 £ 49,7 89 + 46,6 -51,5+48,5 0,001 0,03
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Tabela 7. Média + DP da quantificagdo de MPs associadas a antigenos de LDLox com comparagao das
fases basal, pré e pos-tratamento nos animais de cada grupo.

Basal Pré x
LDLox xPré  Pos
Basal Pré Trat Pos Trat AT P P
CNeg 335,3 +250,1 386,7 +232,4 301 +203,3 -85,7+277,2 0,13 0,48
CPos 185,3 +112,6 305,8 + 239,6 407,8 + 254,6 102 £+ 406,6 0,09 0,57
PTC 206,3 +127,4 314,7 + 76,1 223 + 154,1 -91,7 £+ 187,1 0,07 0,28
TS 267,4 +171,1 261 +190,3 311,6 +169,4 50,6 + 45,9 0,26 0,07
PTCTS 236,7 +120,7 350,5 + 86,3 204,5 + 57,9 -146 + 126,6 0,05 0,04
PDTC 193 + 67,9 4558 + 199,1 201,3 + 48,1 -2545+162 0,006 0,01

Tabela 8. Média + DP da porcentagem de marcacéo positiva para MMP9, LDLox e RAM11 na area de
placa dos animais de cada grupo.

MMP9 LDLox RAM11
CPos 85+89 126+7,9 245+15
PTC 48+4 22,1+13,8 259+119
TS 11+£11,56 21,3+17,9 20,1 +14,2
PTCTS 7,7+47 14,5+ 15,8 271+104
PDTC 58+35 18,3+ 13 21,56+5,6

Tabela 9. Média + DP do peso dos 6rgaos dos animais de cada grupo.

Figado (g) Rins (g) Baco (g)
CNeg 95,3 £ 20,5 225+34 28+0,7
CPos 131,4 £ 25,7 21,2+6,2 39+14

PTC 1452 +12,5 23,9+ 3,7 7+3,4
TS 143,9 + 24 26,8+7,5 6,2+22
PTCTS 146,8 + 16,6 23,7+21 57+17
PDTC 135,2+ 24,2 229+4,6 54+28

Perfil lipidico dos grupos CNeg, CPos e PTCTS
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Figura 7. Valores séricos de colesterol total, HDL colesterol, n-HDL colesterol e triglicérides em mg/dL nas
coletas basal, pré e pés tratamento e AT dos grupos CNeg, CPos e PTCTS.
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Figura 8. Analise macroscopica das porgdes toracica e abdominal das aortas representativas dos coelhos
de cada grupo.
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Figura 9. Analise histologica da por¢céo ascendente das aortas representativas dos coelhos de cada grupo.
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Quantificagao de MPs associadas a antigenos de Mic e LDL-ox no sangue
circulante dos animais dos grupos CNeg, CPos e PTCTS
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Figura 10. Quantidade de MPs associadas a antigenos de Mycoplasma pneumoniae e LDLox nos animais
dos grupos controle negativo, positivo e PTCTS nas coletas Basal, pré e pos-tratamento, e a diferenca
entre esses valores (AT).
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Figura 1.
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Figura 14. Area de placa nas porgdes ascendente, toracica e abdominal da aorta dos animais dos grupos

controle e tratados.
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5. DISCUSSAO




5. Discussao

A aterosclerose é formada a partir do acumulo de mondécitos/macréfagos
que invadem o espacgo subendotelial atraidos pela presenca de LDL oxidada, e
passa a fagocita-las, dando origem as células xantomatosas, a base da
formacao da placa de ateroma?3.

Apesar das pesquisas intensas procurando esclarecer a patogenia da
aterosclerose e suas complicagdes, ainda ndo se conseguiu explicar o porqué
da oxidagao da LDL na regiao subintimal, que leva a atragdo de mondcitos do
sangue e o0 acumulo de macrofagos xantomatosos. Como discorrido na
introdugdo, procuramos em trabalhos anteriores verificar se agentes
infecciosos poderiam estar envolvidos.

Estudos do grupo mostraram antigenos e formas compativeis com as
bactérias Mycoplasma pneumoniae e Chlamydophila pneumoniae nas placas
de ateroma e em maior quantidade nas placas rotas, que causaram infarto
agudo do miocardio. Verificou-se a presenga de MPs em intimo contato com
as bactérias acima descritas®, bem como no sangue de pacientes
infartados35-36.

Assim, o presente trabalho buscou avaliar se MPs contendo antigenos de
Mic e LDLox estao presentes no sangue circulante de coelhos alimentados com
dieta rica em colesterol ao longo de 12 semanas, e se poderiam estar atuando
na progressao da doenga, aumentando em numero, conforme o avango do

experimento.
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Também verificamos se a remoc¢ao das MPs pelo tratamento com PTCTS,
droga desenvolvida pela HS Ciéncia e Biotecnologia, seria capaz de regredir a
aterosclerose comparando com o grupo nao tratado. Quais componentes
presentes no PTCTS sao capazes de eliminar tais MPs, mesmo mantendo-se a
dieta hipercolesterolémica durante o tratamento, bem como os possiveis efeitos
adversos dos componentes deste complexo quando administrados
individualmente.

Antes do inicio dos tratamentos foi possivel notar que, conforme o
esperado, a dieta hipercolesterolémica aumentou os niveis séricos de
colesterol total e suas fracdes, assim como alterou os niveis de transaminases
hepaticas nos animais que a consumiram, quando avaliamos as fases basal e
pré-tratamento.

Além disso, também notamos que houve aumento no numero de MPs
séricas associadas a antigenos de Mic e LDLox, mesmo no CPos, que ja
apresentava valores altos de MPs associadas ao Mic, falando a favor de que
micoplasmas e MPs contendo seus antigenos tém participagdo no
desenvolvimento da doenca aterosclerética.

O tratamento apenas com PTC n&o apresentou capacidade de reducao
de CT sérico e suas fragdes e TG, bem como transaminases hepaticas, seja
comparando as fases pré e pos-tratamento, ou a diferenca entre tais fases com
o grupo CPos.

Contudo, foram capazes de reduzir o numero de MPs associadas a
antigenos de Mic, ainda que nao significativamente, quando comparadas as
fases pré e pos tratamento, entretanto, tal efeito n&do se aplicou as MPs

associadas a LDLox ou quando foram comparados ao grupo CPos.
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Quanto a composigéo da placa de ateroma, os animais que receberam
tratamento com PTC n&o se diferenciaram dos animais do grupo CPos,
apresentando porcentagens proximas a ele de antigenos de RAM11 e LDLox, o
que pode ser justificado pela grande area de placa de ateroma, conhecida por
conter grande quantidade de macréfagos xantomatosos contendo LDLox em
seu interior.

O tratamento apenas com PTC também nao foi capaz de influenciar no
desenvolvimento da placa de ateroma quanto sua estabilidade, uma vez que os
animais que receberam este tratamento apresentaram quantidades similares
de MMP9 as do grupo CPos, indicativas de placa vulneravel.

Além disso, o PTC ndo apresentou efeitos anti-aterosclerdticos
significantes, uma vez que nao foi capaz de reduzir a area da placa encontrada
na porcao ascendente da aorta, local conhecido por ser mais afetado pela
doenga aterosclerdtica, junto com o arco adrtico, devido a alta presséo
sanguinea e consequentemente maior chance de lesdo endotelial®’.

Contudo, a analise da porgdo abdominal da aorta indicou menor
quantidade de placa, ainda que nao significativa estatisticamente. Tal fator
poderia ser justificado pela menor pressdo sanguinea e lesdo endotelial, assim
como por ser a regido mais proxima ao local de absorgdo das particulas
organicas, sendo a primeira area a apresentar os efeitos do tratamento.

Este tratamento também apresentou a estrutura da aorta diferenciada,
com valores dos perimetros externos e internos maiores quando comparados
ao CPos, o que indica que o diametro do vaso dos animais deste grupo era
maior. Tais dados associados com os valores de lumen potencial e real maiores

que os dos animais do grupo CPos, mesmo com os valores de area de placa
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similares, sdo indicativos de remodelamento positivo, fenbmeno descrito por
Glasgov38, em 1987, como alargamento compensatorio das artérias coronarias
ao abrigar grandes quantidades de placa de ateroma, permitindo assim a
manutengao do fluxo sanguineo.

O tratamento com TS foi capaz de reduzir significativamente os niveis de
HDL sérico, embora os niveis de TG, n-HDL colesterol, e colesterol total tenham
se mantido altos, o que consideramos um passo rumo a ag¢ao anti-lipemiantes.
Entretanto, administrada sozinha, ndo apresentou efeitos anti-ateroscleréticos
em nenhuma das por¢des avaliadas da aorta.

A administracdo da TS isoladamente ndo demonstrou capacidade de
remover MPs associadas ao Mic e a LDLox do sangue circulante, sendo tal
resultado, provavelmente devido a via de administracdo da mesma, uma vez
que apenas diluida em agua, a enzima nao seja capaz de se manter estavel no
pH acido do estdmago, e seja degradada.

O tratamento com TS também n&o se mostrou eficaz em influenciar a
composicao da placa de ateroma quanto a presenca de RAM11 ou de LDLox,
bem como a sua vulnerabilidade devido a presenca de MMP9 em quantidades
préximas ao CPos.

A associagao das PTC com a TS, o PTCTS, sem a adicdo do PDTC se
mostrou eficaz em varios aspectos, como na remogdo de MPs associadas a
antigenos de Mic e LDLox no soro dos coelhos apos o tratamento, dois itens de
extrema importédncia no desenvolvimento da resposta anti-inflamatoria e
antiaterogénica.

Além disso, o PTCTS demonstrou efeitos quanto a modificagcdo da

estrutura da aorta, induzindo alteragcbes no calibre do vaso quando comparado
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aos controles negativo e positivo pela morfometria microscopica da aorta. Tais
diferencas sao indicativas de remodelamento positivo, assim como ocorreu no
grupo PTC.

O tratamento com PTCTS também reduziu, ndo significativamente, a
quantidade de placa presente na porcdo abdominal da aorta, sugerindo um
efeito anti-ateroscleréticos mais eficaz que o PTC isoladamente.

Os efeitos do tratamento com TS se mostraram diferentes do tratamento
com PTC, porém, ambos semelhantes ao PTCTS, indicando que a associagao
dos dois componentes é mais completa e balanceada.

Quando o PDTC ¢é adicionado ao tratamento com PTCTS apresenta
efeitos opostos, pois parece inibir a atividade do composto de eliminacdo de
MPs, bem como alterar a estrutura do vaso no sentido contrario, indicando
possivel remodelamento negativo, descrita inicialmente por Pasterkamp3® como
uma resposta contraria ao remodelamento positivo de Glasgov, na qual o vaso
encolhe de tal forma que mesmo uma pequena quantidade de placa de
ateroma poderia levar a obstrugédo do vaso e perda luminal significativa.

Ainda, segundo Pasterkamp, tal comportamento é observado em
processos ateroscleréticos em que a placa é estavel, contudo, assim como os
demais tratamentos, o grupo tratado com PDTC n&o apresentou diferencas
quanto a quantidade de MMP9 na placa, caracteristico de placa vulneravel.

Este tratamento, assim como os demais, ndao apresentou diferencas
quanto a composicado da placa de ateroma referente a quantidade de RAM11 e
LDLox.

O desenvolvimento deste trabalho se deu baseado em um trabalho

prévio, no qual o PTCTS foi administrado via intramuscular e removeu quase
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completamente a area de placa tanto nas porgdes toracica e abdominal, quanto
na porcao ascendente da aorta, além de reduzir o colesterol total sérico e suas
fragdes a niveis basais. Todavia, o tratamento por via oral com a mesma droga
nao apresentou resultados semelhantes.

E sabido que a administracdo de medicamentos por via oral tem muitas
vantagens, como o fato de ser uma via segura e pratica, que permite
autoadministracdo além de ser mais econdmica, entretanto, sabe-se que
também apresenta desvantagens que devem ser levadas em consideragao,
como por exemplo, sua absorcdo pode variar de moderada a lenta bem como a
alta probabilidade de perda parcial da concentragdo da droga pela inativagao
dos principios ativos através da agao de enzimas digestivas e do pH acido do
meio, enquanto a via de administracado intramuscular tem uma absor¢ao rapida
e sistémica.

Sendo assim, a diferenca de resultados em relagdo as acdes
antilipemiantes e anti-ateroscleréticas do composto PTCTS pode ser devida
tanto a menor concentragdo do mesmo a atingir a corrente sanguinea, como a
perda de atividade de parte do complexo causado pela acdo de enzimas
gastricas quando administrado por via oral.

Desta forma, pretendemos em trabalhos futuros, ajustar a dose, tempo de
tratamento, e também veiculo de administragcdo, de forma que o composto
mantenha sua integridade mesmo em ambiente com pH alto, ou em presenca
de enzimas digestivas, como no estdbmago. Atualmente, estamos testando a
aplicacdo do composto em gel estabilizante, que futuramente possa ser
incluido em capsulas de gelatina, permitindo que uma maior concentragao da

droga chegue ao sangue e atinja seu alvo, sendo capaz de atuar conforme o
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esperado, sofrendo menor perda do composto.
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6.CONCLUSOES




6. Conclusoes

Os compostos do PTCTS apresentam efeitos diferentes quando
administrados isoladamente, sendo PTC responsavel pela melhor resposta
dos érgaos frente ao consumo de grandes quantidades de colesterol, bem
como pelo efeito de remodelamento positivo do vaso, enquanto a TS age

sobre a reducdo de CT e normalizacao de ALT.

Quando associadas, as PTCs e a TS se complementam, tendo assim seus
efeitos complementares e intensificados, permitindo que o PTCTS tenha
acdes mais abrangentes, levando ao melhor tratamento, seja quanto a
melhora do perfil lipidico e hepatico, a eliminagdo de MPs ou ao

remodelamento positivo do vaso.

A presencga do PDTC inibiu parcialmente a agao do PTCTS, de forma que
tem efeitos opostos quanto ao perfil lipidico e remodelamento do vaso ao

permitir o aumento de CT e levar ao remodelamento negativo.

As dosagem, composigédo e/ou tempo de tratamento do composto PTCTS
por via oral ainda ndo estdo adequadas ao tratamento da aterosclerose,
uma vez que nao apresentou efeitos anti-lipemiantes e anti-
ateroscleréticos, como o ocorrido com tratamento injetavel por via

intramuscular, devendo ser melhorado em trabalhos futuros.
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Os dados encontrados neste trabalho experimental reforcam a teoria
infecciosa na patogenia da aterosclerose, bem como a de que MPs
originadas de tais micro-organismos possam estar induzindo a producao de
radicais livres e influenciando a oxidacao de lipides, de forma que a
remocao de tais patdogenos do sangue circulante pode ser um novo

caminho terapéutico no tratamento da aterosclerose.
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ANEXOS

Aprovacao do comité de ética em pesquisa
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MEDICINA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A CEUA do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, em 19/09/2012, APROVOU ad
referendum o Protocolo de  Pesquisa n° 293/12 intitulado:
“MICROPARTICULAS E NANOPARTICULAS NA ATEROSCLEROSE: DA
ATEROGENESE AO TRATAMENTO?” que utilizard 36 animais da espécie
Coelhos espécie Nova Zelandia, machos e fémeas com
aproximadamente 60 dias de idade e pesando 2,2+/-0,5KG, apresentado
pela COMISSAO CIENTIiFICA DO INCOR.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSP, o
relatério final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de

Animais - Lei N° 11.794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsavel: Maria de Lourdes Higuchi

Pesquisador (a) Executante: Shérrira Menezes Garavelo

CEP-FMUSP, 20 de Setembro de 2012.

Dr. Eduardo Pompeu
qurdenador
Comissao de Etica no Uso de Animais
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Prof. Dr. Paulo Euripedes Marchiori
Vice-Coordenador
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