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RESUMO

A doenca aterosclerdtica € responsavel pela maioria dos o6bitos em
paises industrializados e em desenvolvimento. Essa doencga resulta de um
mecanismo complexo e dindmico que envolve excessiva resposta inflamatério-
proliferativa a partir de varias formas de lesdo endotelial e da musculatura lisa
da parede arterial. Conhecer a interagao entre os fatores de risco e as fungdes
do endotélio vascular na génese da aterosclerose é um importante recurso na
busca de substancias potencialmente capazes de bloquear ou retardar o
desenvolvimento e progresso da doenga. Nesse contexto a observagdo do
fendmeno que ficou conhecido como “Paradoxo Francés” legitimou a agao
protetora contra a aterosclerose de alguns componentes da dieta, dos quais
fazem parte o resveratrol. Evidéncias clinicas enfatizam que o resveratrol
apresenta efeitos cardioprotetores em virtude de suas propriedades
antiinflamatorias, antioxidantes e anti agregacéo plaquetaria, além de ser um
potente vasodilatador. O presente estudo teve como objetivo avaliar os
potenciais efeitos hipolip€micos, anti-aterogénicos e antiinflamatérios do
resveratrol em um modelo experimental com coelhos submetidos a uma dieta
hipercolesterolémica com ovo liofilizado a 1% de colesterol. Para a realizagao
do experimento, que teve duragdo de 8 semanas foram utilizados 20 coelhos
machos da linhagem New Zeland. Os animais foram randomizados
aleatoriamente em 2 grupos, com 10 animais em cada grupo, conforme o
tratamento dietético recebido. O grupo G1 (controle) e o grupo G2 (resveratrol)
receberam durante todo o periodo de experimentacéo a dieta padrdao Nuvilab®
acrescida a 1% de colesterol proveniente do ovo liofilizado. A partir da 5% até a
82 semana, o grupo resveratrol recebeu diariamente 2mg/kg de peso/dia.
Amostras de sangue foram coletadas no momento inicial e no final para
dosagens de CT, LDL — C, HDL — C e triglicerideos. Os animais foram levados
a eutanasia no quinquagésimo sexto dia para a remocao da aorta descendente.
Os segmentos aodrticos foram encaminhados para a analise histolégica
quantitativa e qualitativa e para analise imunohistoquimica. A oferta de
resveratrol ndo influenciou nos niveis séricos de lipidios dos animais de forma
significativa. Porém, os animais que receberam resveratrol apresentaram
lesdes ateroscleréticas menos avangadas quando comparadas com o grupo
controle. Foram encontradas evidéncias estatisticas significativas para a area
da camada intima e razao intima/média dos segmentos adrticos em ambos os
grupos. A concentracdgo de VCAM - 1, MCP-1 e IL-6 mostraram-se
significativamente menor nos animais do grupo resveratrol. A administracdo do
resveratrol ndo apresentou acado hipolipemiante, porém, apresentou efeitos
antiinflamatorios e na prevengao da progressao da lesédo aterosclerética.

Palavras-chave: Doencgas cardiovasculares. Alimentos funcionais. Resveratrol.



ABSTRACT

Atherosclerosis is responsible for most deaths in industrialized and
developing countries. This disease results from a complex and dynamic
mechanism that involves excessive and proliferative inflammatory response
from several forms of endothelial and smooth muscle injury of arterial wall. To
understand the interaction between risk factors and functions of vascular
endothelium in atherogenesis is an important resource in the search for
substances that can potentialy block or delay the development and progress of
atherosclerosis. In this context, the observation of the phenomenon known as
the “French Paradox” legitimized the protective action against atherosclerosis of
some dietary components, like resveratrol. Clinical evidences emphasize that
resveratrol has cardioprotective effects due to its anti-inflammatory, antioxidant
and anti platelet agregation properties, and is a potent vasodilator. The present
study was aimed to evaluate the potential lipid-lowering, anti-atherogenic and
anti-inflammatory effects of resveratol in an experimental animal model with
rabbits fed a hipercholesterolemic diet with liofilized egg (1% cholesterol).
Twenty male rabbits (New Zealand) were used in this 8 weeks experiment. The
animals were randomized in 2 groups: group | (control group); 10 animals, and
group Il (resveratrol group); 10 animals. Both groups were fed a especific diet
(Nuvilab) plus 1% cholesterol from liofilized egg. From fifth to eighth weeks, the
resveratol group received 2mg/kg day of resveratrol. Blood samples were
collected at baseline and in the end of the experiment to assess total
cholesterol (TC), HDL-cholesterol (HDL-C), LDL-cholesterol (LDL-C) and
triglycerides. The animals were sacrificed in the fifty sixth day for removal of the
descending aorta. The aortic segments were sent to quantitative and qualitative
histological analyses and immunohistochemistry. Resveratol did not influence
significantly the serum lipid levels. The animals that received resveratrol had
atherosclerotic lesions less advanced when compared with animals from control
group. Significant statistic difference was found between intima layer area and
intima/media ratio between groups. VCAM-1, MCP-1, and IL-6 levels were
significantly lower in resveratrol group. Resveratol showed no lipid-lowering
action, however showed anti-infammatory effects and prevented the
progression of atherosclerotic lesions.

Keywords: Cardiovascular illnesses. Functional foods. Resveratrol.
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1 INTRODUGAO

A aterosclerose, principal causa de Infarto Agudo do Miocardio (IAM),
Acidente Vascular Cerebral (AVC) e Doenga arterial periférica & responsavel
pela maioria das mortes nos paises industrializados e em desenvolvimento ' . A
doenga resulta de um mecanismo complexo e dindmico que envolve excessiva
resposta inflamatoério-proliferativa a partir de varias formas de lesdo endotelial e
da musculatura lisa da parede arterial. O processo compreende uma série de
fatores de crescimento, citocinas e moléculas vasoativas. O conhecimento das
etapas iniciais da doenca facilita o diagnéstico precoce, bem como o
desenvolvimento de agentes terapéuticos capazes nao sé de regredir os
estagios da lesdo, mas também de prevenir sua formacao .

O endotélio em condigdes normais desempenha fungdes capazes de
regular a resposta vascular as agressbdes a superficie arterial. No entanto,
quando submetido a fatores de risco como a hipercolesterolemia e outras
desordens que levam a aterosclerose, manifesta reducao da atividade do 6xido
nitrico (NO) decorrente da diminuicdo de sintese ou aumento da degradacéo. A
menor atividade do NO favorece a vasocontricdo, adesdo e agregagao
plaquetarias, aderéncia de mondcitos, proliferacdo celular e geragao de
radicais livres > .

A deposigcao de leucécitos sobre o endotélio e sua penetragéo no espacgo
subendotelial € mediada por moléculas de adeséo, expressas tanto por células
endoteliais, quanto por células circulantes. Entre as moléculas de adesao se
destacam a VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule), a ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule), a E-selectina tida como molécula de ades&o da fase
aguda, e a ELAM-1 (endothelial leukocyte adhesion molecule). A secrecéo de
moléculas de ades&o € regulada por citocinas como interleucina-1 (IL-1),
interleucina-4 (IL-4), interleucina-6 (IL-6) e o TNF-alfa (fator de necrose
tumoral-alfa) sintetizadas pelo endotélio arterial e cuja concentracdo se eleva
na vigéncia de disfungcdo endotelial. Um fator importante para migracdo de
mondécitos é exercido pela MCP-1 (monocyte chemoatractant protein-1), um
poderoso agente quimiotatico de linfécitos T produzido pela molécula de LDL-C
oxidada.
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A mudanca de estilo de vida que inclui pratica regular de exercicios e
controle alimentar é o principal fator modificador na histéria natural das
doencas cardiovasculares 4 Nesse contexto, alguns alimentos considerados
funcionais, tém a propriedade de proteger lipidios, proteinas e DNA celular do
processo oxidativo °. Uma adequada protecdo antioxidante seria responsavel
por inibir os processos ateroscleroticos bem como suas complicagdes.

Conhecer a interacdo entre os fatores de risco e as fungdes do
endotélio vascular na génese da aterosclerose € um importante recurso na
busca de substancias potencialmente capazes de bloquear ou retardar o
desenvolvimento e progresso da doenca. Nesse contexto a observagcdo do
fendbmeno que ficou conhecido como “Paradoxo Francés” legitimou a agéo
protetora contra a aterosclerose de alguns componentes da dieta ®. De acordo
com essa teoria 0 consumo moderado de vinho tinto esta associado a menor

ocorréncia de doencas cardiovasculares ’

. Isso porque a bebida apresenta
altas concentragdes de resveratrol, um flavondide abundante na uva, na amora,
no amendoim e em outras espécies de plantas ® °. Seu potencial biolégico é
bastante amplo e inclui propriedades antioxidantes, antiinflamatérias,
antiagregantes, entre outras.

A acao antioxidante esta diretamente ligada a sua estrutura molecular
cujos grupamentos hidroxila funcionam como aceptores de radicais livres '°.
Nesse contexto uma de suas principais fungdes é a de impedir a oxidagao da
molécula de LDL-C e evitar a formagao de histiocitos subendoteliais 12 Em
células tratadas com resveratrol observou-se inibicdo da expressdao de TNF-
alfa e consequente diminuicdo da expressdo da molécula quimiotatica MCP-1
3. Além disso, a substancia polifendlica que tem acédo antiinflamatéria inibe a
sintese de prostaglandinas, entre outras, a IL-6 e com isso regula a expressao
de moléculas de adesdo como a ICAM-1 '*. Em modelo animal a administragdo
oral de resveratrol por 2-3 semanas se mostrou tdo eficaz, quanto o pré-
tratamento com resveratrol na reducéo da area de infarto do miocardio ex vivo,
e melhora da funcao ventricular esquerda apdés lesdo por isquemia/reperfusao
in vivo '°. Reducdo do estresse oxidativo, da apoptose e aumento da formagéo
capilar sao mecanismos propostos para protegcao cardiovascular exercida pelo

resveratrol.



XVI

Observam-se, na literatura cientifica, varios estudos que relatam a
propriedade do resveratrol na redugao das concentracdes de colesterol total e
LDL - colesterol, assegurando, dessa forma um efeito cardioprotetor. Porém, é
de extrema importancia analisar em protocolos experimentais os efeitos do
resveratrol nas moléculas de adesao e citocinas inflamatérias, envolvidas no
processo aterosclerético, com o intuito de perceber a atividade antiinflamatéria

do resveratrol, assim como também, estabelecer sua dosagem terapéutica.
2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 LESAO ATEROSCLEROTICA

O processo aterosclerético se caracteriza por uma cascata de eventos
que envolvem desde o dano tissular até a formacao da placa madura. A leséo
ocorre principalmente em grandes e médias artérias elasticas e musculares e
pode levar a isquemia cardiaca, cerebral e de extremidades ocasionando
infartos. O aumento do colesterol no plasma, em particular do LDL-C, consiste
no principal fator para génese do processo e contribui com isso para o
aparecimento das doencas cardiovasculares. Por outro lado, a doenca
aterosclerodtica envolve, além do acumulo de lipidios, uma série de respostas
celulares e moleculares que caracterizam a génese oxidativo inflamatéria da
patologia '°.

Nesse contexto, o dano endotelial figura como etapa inicial e primordial
para o desenvolvimento da doenca. As possiveis causas da disfuncao
endotelial incluem elevado e modificado padrao de LDL-C; aumento dos
radicais livres ocasionado pelo tabagismo, hipertensdo e diabetes mellitus;
predisposicdo genética; elevada concentracdo de homocisteina sérica;
infec¢des por microorganismos, entre outros 7,

A partir da agressao inicial, a resposta proliferativa da parede arterial,
por meio da migracao, da proliferacdo e da atividade das células da camada
muscular lisa, leva ao desenvolvimento da placa. Esse processo apresenta

caracteristicas inflamatdrias com infiltragdo mono e linfocitaria. A oxidacao das
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lipoproteinas no espago subendotelial, outro importante fator para o surgimento
da placa, legitima a hipétese oxidativa da aterogénese .

Segue-se a disfuncédo endotelial, 0 maior aprisionamento de LDL-C no
espaco subendotelial, bem como o aparecimento de moléculas de adesao
leucocitaria no endotélio, em particular a molécula de adesao celular vascular-1
(VCAM-1) nos estagios iniciais. O inicio da oxidagcdo do LDL-C aprisionado se
da em fungao de produtos oxidativos das células da parede arterial, como o
endotélio, células musculares lisas e macréfago. Nesse estagio de oxidagao
leve, a fragao proteica ndo é alterada mantendo-se integra a apoliproteina-B. O
endotélio apresenta maior adesao de mondcitos em fungcdo do aumento da
expressao das moléculas de adesao e de proteinas quimiotaticas de mondcitos
como a MCP-1. Além disso, ha o aumento dos fatores estimuladores de coldnia
monocitaria (MCS-F), que potencializam a transformagcdo de monécitos em
macréfagos, os quais tém alto poder oxidativo e progride a oxidagdo. A partir
da alteragédo da fragdo proteica da lipoproteina, a molécula é dita oxidada e
passa a ser reconhecida por receptores “scavanger” e CD-36 na superficie dos
macrofagos .

O aparecimento das células espumosas, macréfagos ricos em conteudo
lipidico, caracteriza as estrias de gordura, lesdo mais precoce do processo de
aterosclerose. Outra importante acdo da LDL oxidada €& a produgdao de
interleucina-1, que estimula a migracao e a proliferacdo de células musculares
lisas da camada média. Tais células ao migrarem, passam a produzir ndo sé
citoquinas e fatores de crescimento como também a matriz extracelular, que
formara parte da capa fibrosa da placa aterosclerética madura *.

A evolucdo da lesdo aterosclerética € lenta e ao longo do processo
apresenta diferentes padrdes que a caracterizam anatomopalogicamente. As
lesdes ateroscleroticas representam uma protecao inflamatoério-fibroproliferativa
em resposta aos diferentes agentes causadores da doenga. Com o insulto
crbénico a resposta se torna excessiva e caracteriza o processo da doenga. Agir
sobre os variados fatores de risco € uma forma de inverter a resposta
exacerbada do organismo. Abordagens especificas para modificar interacoes
celulares, fatores de crescimento ou moléculas sinalizadoras intracelulares

podem assegurar a oportunidade de prevencgao, ou regressao da doenca.
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2.2 MOLECULAS DE ADESAO

Grande parte do processo de aterosclerose se da a partir da infiltragao
de células da circulagdo sanguinea para locais especificos do endotélio. A
quimiotaxia e a adesdo leucocitaria as células endoteliais figuram como
denominadores comuns dentre os fatores de risco para a doenca. Nesse
contexto se observa a acdo efetiva de um grupo de moléculas conhecidas
como moléculas de adesdo responsaveis pelas complexas interacdes entre
glicoproteinas da superficie dos leucdcitos e seus correspondentes receptores
nas células endoteliais. Tais moléculas participam ativamente de processos
como migracdo celular, sinalizagdo e aderéncia. Encontram-se aumentadas
nos processos inflamatorios agudos e crénicos, e atualmente algumas delas
sdo consideradas importantes marcadores da evolugdo da doenca
aterosclerética. A compreensao dos mecanismos em que atuam esse grupo de
moléculas possibilita a intervengcdo terapéutica precoce no processo de
aterosclerose '®.

As moléculas de ades&o podem ser divididas em trés grupos: a familia
das selectinas (ELAM-1; GMP-140; LECCAM), as integrinas (LFA-1, MAC-1) e
a superfamilia das imunoglobulinas (ICAM-1 e VCAM).

2.2.1 Integrinas

As moléculas de integrinas sdo heterodimeros unidade alfa e beta
ligadas ndo covalentemente. A combinagédo entre as unidades formam os
diversos tipos de integrinas existentes. Essas moléculas contém uma porcao
externa a célula e uma transmenbrana com parte dessa ja intracitoplasmatica
que se liga a componentes do citoesqueleto celular. Determinadas de acordo
com a superfamilia, a distribuicdo celular e o tipo de lesdo em que aparecem
sao particulares. As integrinas beta-1 tém acao de adeséo celular a proteinas
de matriz extracelular, as beta-2 sdo exclusivas de leucécitos interagem com
fibrinogénio e imunoglobulinas. Ja as beta-3 quando ativadas agregam
plaguetas pela adesdo com o fibrinogénio, a fibronectina e o fator de von

Willebrand. Tanto as integrinas beta-1, quanto as beta-3 estido relacionadas a
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fisiopatologia da aterosclerose pela expressdo em moléculas como

fibronectina, fibrinogénio, tromboplastina, vitronectina, laminina e colageno tipo
|19,

2.2.2 Selectinas

Dentre as moléculas de adesao as selectinas realizam o primeiro passo
da adesao de leucécitos ao endotélio por apresentarem ligagdes de baixo grau
de aderéncia e rapida ativagado-desativacdo o que permite o rolamento de
leucocitos sobre esse tecido. Atuam principalmente no mecanismo de interacéo
leucécito- endotélio %°.

A L — selectina caracteristica de leucdcitos imaturos é o primeiro
mediador, se liga aos receptores endoteliais de forma inespecifica e transitoria.
Ao ativar o leucdcito, a L — selectina se desprende da membrana celular € em
seguida é substituida por molécula de integrina %°.

A E- selectina é expressa em células endoteliais ja estimuladas por
outras citocinas como a interleucina-1 (IL-1), ou fator de necrose tumoral (TNF-
alfa), de quatro a seis horas apods ativagdo. Reconhece células como
granuldécitos, mondcitos ou linfocitos T de memdria. A molécula P-selectina,
também, é expressa pelo endotélio que ja sofreu ativacdo pelas moléculas

inflamatorias %°.

2.2.3 Imunoglobulinas

Essas moléculas tém como fungdo principal reconhecimento de
integrinas de leucdocitos e plaquetas além de transdugcdo de sinais
intracelulares. Compde esse grupo molécula de adesao vascular-1 (VCAM-1),
molécula de adesao intercelular-1 e 2 (ICAM-1 e ICAM-2) e molécula de
adesao plaqueta-endotelial PECAM). A subfamilia VCAM-1serve como ligante

de integrinas e é ativada por IL-1 e TNF- alfa %°.
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3 ALIMENTOS FUNCIONAIS

A portaria n° 398 de 30/04/99, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude no Brasil fornece a definicdo legal de alimento funcional:
"todo aquele alimento ou ingrediente que, além das fung¢des nutricionais
basicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos
metabdlicos e/ou fisiolégicos e/ou efeitos benéficos a saude, devendo ser
seguro para consumo sem supervisao médica '."

Esses produtos podem variar de nutrientes isolados, compostos de
biotecnologia, suplementos dietéticos, alimentos geneticamente construidos até
alimentos processados e derivados de plantas. Alguns parametros devem ser
observados com relagdo aos alimentos funcionais. Dentre esses o efeito
metabdlico, ou fisioldgico que contribui para a saude fisica e para a redugéo do
risco de desenvolvimento de doencas crbnicas. Além disso, é indispensavel
que tais alimentos integrem a dieta usual e a partir disso proporcionem efeitos

positivos em quantidades nao toxicas .
3.1 ORIGEM DOS ALIMENTOS FUNCIONAIS

A baixa incidéncia de doengas em alguns povos chamou a atengéao para
a sua dieta. Os esquimds, com sua alimentacao baseada em peixes e produtos
do mar ricos em 6mega 3 e 6, tém baixo indice de problemas cardiacos, assim
como os franceses consumidores de vinho tinto. Os orientais, devido ao
consumo de soja, que contém fitoestrogénios, tém pouco cancer de mama.
Nesses paises o costume de consumir frutas e verduras também resulta em
uma reducgao do risco de doencas coronarianas e de cancer, comprovada por
dados epidemioldgicos 2.

O termo alimentos funcionais foi inicialmente introduzido pelo governo do
Japao em meados dos anos 1980, com o propdsito de desenvolver alimentos
saudaveis a populacdo que envelhecia .

Alimento funcional é aquele semelhante em aparéncia ao alimento
convencional, consumido normalmente, capaz de produzir efeitos metabdlicos
ou fisiolégicos desejaveis na manutencdo da saude. Adicionalmente as suas

fungdes nutricionais, como fonte de energia e de substrato para a formacéao de
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células e tecidos, possui, em sua composicdo, uma ou mais substancias
capazes de agir no sentido de modular os processos metabdlicos. Estes atuam
melhorando as condicbes de saude, prevenindo o aparecimento precoce de
doengas degenerativas, que levam a uma diminuigdo da longevidade .

Nesse contexto, o termo “nutracéutico introduzido em 1989, foi criado
para tentar diferenciar os alimentos funcionais dos medicamentos.
Nutracéuticos podem ser definidos como componentes ou nutrientes isolados
que apresentam propriedades funcionais. No contexto dessa pesquisa, a uva

seria o0 alimento funcional, enquanto que o resveratrol & o nutracéutico 2*.
3.2 SUBSTANCIAS BIOATIVAS

Substancias fendlicas, especialmente polifenéis com varios grupos
hidroxila diretamente associados ao anel benzénico ciclico sdo amplamente
distribuidas em plantas. Os mais importantes compostos fendlicos sdao os
acidos fendlicos (acidos hidroxibenzdicos e hidroxicindmicos), os polifendis e
os flavondides. Tais elementos s&o responsaveis pelo sabor amargo e
adstringente da maioria dos alimentos e bebidas que os contém. Os taninos, de
alto peso molecular, estao presentes nos vinhos e dao o sabor adstringente. Os
de baixo peso molecular tendem ao sabor amargo ?°.

A composicéao fendlica do vinho é particularmente alta (0,01% em branco
e até 0,2% em vinhos tintos) e tem recebido atencao especial devido a hipotese
de que os polifendis podem apresentar beneficios a saude. Varias
propriedades quimicas e bioldgicas dos efeitos dietéticos dos polifendis podem
estar envolvidas na defesa contra o risco de doencas cardiovasculares. A
capacidade de diminuir a taxa de eventos obstrutivos, isquémicos pode ser
atribuida em parte a propriedade de retardar os eventos iniciais da doenca
aterosclerédtica, bem como sua progressdo. Sao propostos diversos
mecanismos de acao para os polifendis sobre o organismo humano, sendo que
alguns nao estao ainda bem definidos. De acordo com estudos, dietas ricas em
polifendis apresentam acao antiproliferativas, antioxidante e propriedades
antiinflamatérias, além de atuarem sobre a regulacdo de Oxido nitrico no

endotélio vascular %°.
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Dentre os inumeros polifenéis conhecidos, o mais pesquisado quanto as
propriedades biolégicas € o Resveratrol (RV). Isso porque na década de
noventa pesquisadores apresentaram a comunidade cientifica um conceito
baseado em estudos epidemiolégicos conhecido como Paradoxo Francés.
Nesse contexto, Renaud et al (1992) °, em estudo da Organizagdo Mundial de
Saude (projeto MONICA), evidenciaram que a incidéncia de doenca cardiaca
isquémica (DCI) é menor na Franga do que em outros paises industrializados,
apesar de naquele pais a dieta ser rica em gorduras e a incidéncia de fumantes
na populagdo alta, evidenciando-se todos os fatores de risco: consumo de
gordura saturada, nivel de colesterol sérico, pressao arterial, indice de massa
corporal, tabagismo e sedentarismo. Isso foi atribuido ao consumo regular de
vinho pelos franceses e ao potencial efeito protetor dos componentes fendlicos

contidos na bebida.
4 RESVERATROL

Resveratrol, ou 3, 5,40-trihydroxy-trans-estilbeno € um composto natural
da familia das fitoalexinas que esta presente em maior quantidade na uva,
além de inumeras outras plantas. De acordo com estudos, a molécula
apresenta uma variedade bastante ampla de atividades bioldgicas
principalmente relacionadas a problemas de saude crénicos como cancer e
aterosclerose, além de abrandar fatores ligados ao envelhecimento. Dentre as
principais  propriedades da substdncia a atividade antioxidante
tem sido relatada com maior énfase. O composto age contra a peroxidacao de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipossomas, se caracteriza também
como um potente inibidor da lipoxigenase, e é capaz de proteger ratos de lesdo
cardiaca por reperfusao apos isquemia. A atividade antioxidante do resveratrol
€ relacionada com os seus grupos hidroxila (OH) capazes de reagir com o0s
radicais livres produzidos in vivo %.

O Resvertrol (RV) é sintetizado quase que inteiramente na casca das
uvas, sendo que o pico de produgao ocorre pouco antes de a fruta atingir
maturidade. O terminal enzimatico estilbeno sintetase ¢é ativado para

biossintese da substancia em resposta a fatores de estresse exdgenos como
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raios UV, infecgdes fungicas. Os niveis de RV atingem pico maximo
aproximadamente 24h apds exposicado aos fatores agressores, declinam cerca
de 42 a 72h apods ter sido ativada a estilbeno oxidase. Os niveis de RV séo
bastante variaveis, e estdao diretamente ligados ao tipo da uva e ao fator
exogeno a que estdo expostas. Sendo assim as concentragdes do flavondide
encontradas nos vinhos sao diferentes, uma vez que dependem de fatores
como a regiao produtora da uva, e da época da colheita. Além disso, o
processo de producao da bebida também afeta a concentracao final do trans-
resveratrol os niveis aumentam com maior temperatura, altos indices de SO2,
ou baixo pH %.

O RV existe em duas isoformas, cis - e trans-resveratrol (figura 01),
sendo essa Ultima mais amplamente estudada, embora o cis-resveratrol
também possa possuir propriedades promotoras da saude. No vinho tinto o
resveratrol pode também ser encontrado em parte como resveratrol-glucosideo.
De acordo com estudos a absorgao intestinal de RV é baixa, a concentragao da
substancia é maior no sangue e o metabolismo hepatico. Apresenta meia-vida

curta 8 a 14min para a molécula inicial ?’.

HO
HO
Ny o WA,
HO OH OH
Trans-Resveratrol Cis-Resveratrol

Figura 01 — Estrutura quimica dos isdbmeros trans — resveratrol e cis — resveratrol.
Fonte: Adaptado de Soleas (1997) Z/.

4.1 RESVERATROL NA ATEROSCLEROSE

O RV protege o sistema cardiovascular e por um grande numero de
mecanismos atenua os danos ocasionados pelas lesdes de reperfusdo pos-

isquemia, promove vaso relaxamento a custa do NO, apresenta atividade
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antiinflamatoéria sobre o endotélio, inibe a oxidacado da fracao LDL-C, além de
agir na supressao da agregacdo plaquetaria %°.

4.1.1 Radicais Livres

O metabolismo celular normal gera uma série de moléculas reativas a
partir do oxigénio, conhecidas como radicais livres (RO). Dentre essas o
superoéxido (O2), o peroxido de hidrogénio (H202), e o radical hidroxila (OH). O
equilibrio fisiolégico entre oxidantes e antioxidantes é regulado a partir da
produgdo de enzimas intracelulares tais como a  glutationa
(GSH), a superoxido dismutase (SOD), e a catalase capazes de neutralizar a
acao dos RO. O acumulo anormal de moléculas oxidantes ocasiona o estado
de estresse oxidativo. A acdo dos RO tem grande potencial deletério e
modificador sobre macromoléculas (lipidios, proteinas, e acidos nucléicos). Um
bom exemplo é o da modificagdo oxidativa de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) implicada na aterosclerose e no aumento da incidéncia de doenca
coronariana. Considerando que a endocitose normal das moléculas de LDL é
estreitamente regulamentada, uma vez oxidada a LDL passa a apresentar um
sistema receptor scavanger nao regular, o que gera um acumulo anormal de
LDL nos mondcitos subendoteliais, as chamadas células espumosas. As
lipoproteinas oxidadas passam fornecer um ambiente permissivo para a
formacao do ateroma e agregacao plaquetaria, o que estimula o processo de

aterosclerose 2.

4.1.2 Atividade Antioxidante e Antiaterogénica do Resveratrol

Os compostos fendlicos presentes no vinho apresentam atividade
antioxidante e antiaterogénica por prevenir a oxidacdo do LDL-C. Dados
epidemiologicos demonstram que a ingestdo moderada de vinho tem uma
relacdo positiva com a diminuicdo no risco de doencga arterial coronariana.
Dentre os polifendis o RV é o mais potente inibidor da oxidagdo dos acidos

graxos poliinsaturados (AGP) componentes do LDL-C. Num estudo em ratos o
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RV mostrou acado protetora sobre a peroxidacdo de lipides plasmaticos e
oxidacao da membrana de eritrécitos induzida pelo agente oxidante bromato de
potassio (KBrO3) ' .

Outra importante acdo do RV esta em proteger o endotélio dos danos
ocasionados pela oxLDL %. Isso porque quando expostas & molécula de oxLDL
as células endoteliais ativam o processo de apoptose a partir da redugao do
potencial transmembrana mitocondrial, concomitante a liberacdo da proteina
mitocondrial citocromo-c e subseqliente ativacdo da caspase-3 o0 que culmina
na morte celular. A acao benéfica do RV foi comprovada a partir de um estudo
com células endoteliais provenientes de veia umbilical humana. Tais células
foram expostas a moléculas de LDL-C oxidadas, cuja toxidade, sobre as
células endoteliais, foi avaliada a partir da dosagem da liberagdo de lactato
desidrogenase (LDH), metiltiazol tetrazdlio (MTT) e morte de células
apoptoticas. Avaliou-se também a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) com o uso de sonda fluorescente e diclorofluoreceina. Além disso,
observou-se 0 aumento de varios sinalizadores celulares de apoptose como
calcio citossolico, alteracdo do potencial de membrana mitocondrial, liberagcao
de citocromo-c e liberagdo de caspase-3. De acordo com esse estudo, o RV
demonstrou atenuar a citotoxidade induzida pela molécula de oxLDL com a
diminuicdo das vias sinalizadoras de apoptose, do calcio intracelular e do
acumulo de ROS. Nas células pré-tratadas com RV houve menos alteragdo do
potencial de membranas mitocondriais, expressao de citocromo-c e ativagao de

caspase-3, vias importantes do processo de apoptose celular %0,
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é avaliar os potenciais efeitos hipolipidicos,
antiinflamatorios e anti-aterogénicos do resveratrol em um modelo experimental

com coelhos submetidos a dieta hipercolesterolémica a 1%.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Verificar o perfil bioquimico dos dois grupos de coelhos que receberam a
dieta hipercolesterolémica suplementada ou ndo com resveratrol;

* Comparar histologicamente as lesbes ateroscleréticas dos dois grupos
estudados;

* Avaliar a presenca de moléculas de adesdo e citocinas inflamatoérias nos

segmentos aorticos doa animais estudados.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 MATERIAIS

Os materiais permanentes e parte do material de consumo foram
disponibilizados pelo Laboratério de Cirurgia Experimental do Hospital Angelina
Caron, pelo Laboratério de Patologia Experimental e pelo Biotério Central, da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR). O material de consumo
restante foi adquirido pelos pesquisadores.

O Resveratrol® Extract do Laboratério Galena® (ANEXO A) foi cedido
pela farmacia de manipulagdo Farmadoctor - Comércio de Medicamentos, que
disponibilizou o medicamento em suspensdo (xarope) com concentragao de
10%, para facilitar a administragcdo. Foram utilizados 200 gramas da
suspensdo, contendo 20 gramas de resveratrol e outros componentes

utilizados para a formulagao do xarope (ANEXO B).

6.2 METODOLOGIA

6.2.1 Delineamento Experimental

Estudo experimental realizado no biotério da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana, apds aprovacdo do protocolo pela Comissdo Etica em
Pesquisa n° 138 da referida Institui¢ao.

Para a realizacdo do experimento, foram selecionados 20 coelhos
machos albinos (Oryctolagus cunicullus) da linhagem New Zealand, com
aproximadamente 30 dias, pesando entre 1000 e 1500 gramas. O calculo do
tamanho da amostra foi feito com base no estudo de Zou et al (2005) *' . Com
o proposito de detectar uma diferenga minima de 10% na redugé&o do colesterol
entre os 2 grupos de coelhos, considerando-se um nivel de significancia de 5%

e um poder de teste de 90%, foi necessaria a quantidade de animais utilizados.
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O periodo experimental correspondeu 8 semanas. Os animais foram
randomizados em 2 grupos, com 10 animais em cada grupo, conforme o
tratamento dietético recebido. Ambos os grupos receberam nas primeiras 4
semanas de experimentacdo a dieta padrao Nuvilab® acrescida a 1% de
colesterol, proveniente do ovo liofilizado. A adicdo de 1% de colesterol,
proveniente do ovo liofilizado, na alimentacdo dos coelhos tem sido utilizada
nos protocolos experimentais para a indugdo e formacdo das lesbes
aterosclerdticas *2. Outros autores complementam que a extens3o e o tipo de
lesdo aterosclerdtica sao diretamente proporcionais a concentragcao de
colesterol plasmatico, o qual aumenta de acordo com a porcentagem de
colesterol na dieta ** . A partir da quinta semana, enquanto o grupo controle
permaneceu no mesmo tratamento dietético, o grupo resveratrol recebeu até a
8% semana, a dieta padrédo Nuvital® (65g/dia/coelho) acrescida a 1% de
colesterol, proveniente do ovo liofilizado (36g/dia/coelho) associado com
2mg/kg/dia/coelho de resveratrol em pod (tabela 01). O medicamento em
suspensao foi administrado via oral por meio de uma seringa de insulina. A

dose administrada foi calculada de acordo com o peso de cada animal.

Tabela 01 - Demonstrativo do Delineamento Experimental

Grupos Procedimentos

Grupo G1(Controle)
Dieta

hipercolesterolémica

Racado padrao Nuvilab® acrescida a 1% de colesterol
proveniente do ovo liofilizado. Tempo de administracao: 8

semanas.

Grupo G2
(Resveratrol) Dieta
hipercolesterolémica
com adicao de

resveratrol

Racgao acrescida de ovo em p6 a 1% de colesterol por 4
semanas para indugao de lesdo aterosclerética em aortas
dos coelhos. A partir da quinta semana foi adicionada a
dieta hipercolesterolémica 2 mg/kg/dia de resveratrol para

cada coelho.
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6.2.2 Desenho do estudo

Grupo G1 = Dieta hipercolesterolémica

Grupo G2 = Dieta Grupo G2 = Dieta
hipercolesterolémica hipercolesterolémica acrescida
de resveratrol

Semanas do periodo experimental

Laboratoério de Patologia Sacrificio e preparo do
Experimental ) material
Histol6gica
Analises

Morfomeétrica

Imunohistoquimica

Dosagens bioquimicas = tempo zero do estudo e no sacrificio dos animais.
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6.2.3 Ambiente de Experimentagao

Os procedimentos deste estudo foram realizados nas dependéncias do
laboratério de cirurgia experimental do Hospital Angelina Caron, no laboratério
de patologia experimental e no biotério central da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana. Os animais foram mantidos no biotério em macro-ambiente
com ciclos de iluminagao alternados, 12/12 horas, com trocas de ar e
temperatura controlada de 19 a 23°C. Para o micro-ambiente utilizaram-se
gaiolas higienizadas diariamente. Os coelhos foram armazenados
individualmente e identificados com uma numeragdo sequencial na orelha
direita, a qual se repetiu na face frontal da gaiola correspondente. Os animais
receberam durante o experimento agua e racdo especifica para a espécie

(Nuvilab®) de forma ad libitum.

6.2.4 Preparo da ragao suplementar

Para a alimentacdo dos coelhos foi preparada uma dieta
hipercolesterolémica, a qual foi ofertada durante todo o experimento. Para tal,
foram utilizados 800 gramas de ovo liofilizado adicionado a ragdo padrao com o
objetivo de induzir lesdes ateroscleréticas nas aortas dos animais.

A diluicdo do ovo em po foi realizada na seguinte propor¢ao: 800 gramas
de ovo em p6 em 800 ml de agua. A racao foi colocada num recipiente plano e
largo e distribuida numa camada fina. Posteriormente, o ovo diluido foi
acrescido a racdo. O preparo final armazenou-se refrigeragdo. O grupo G2
(resveratrol) recebeu, por via oral, diariamente a dose de resveratrol especifica

para cada animal.
6.2.5 Aferigoes

Para as avaliacbes deste modelo experimental adotaram-se afericbes

histolégicas de forma qualitativa e quantitativas (morfométricas). O peso dos
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animais também foram aferidos e registrados em duas vezes por semana do
periodo experimental, correspondendo ao todo 16 pesagens. Para a coleta de

peso utilizou-se uma balanga digital disponivel no biotério da instituicéo.

6.2.6 Normas adotadas

Foram adotados os principios éticos de experimentacdo animal,
preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA-
1997), Nébmina Anatdmica Veterinaria e as normas de redacao de trabalhos

cientificos de Vancouver %,

6.3 COLETAS DE AMOSTRAS

6.3.1 Sangue

Foram coletadas amostras bioldgicas de sangue de cada coelho para
analise bioquimica do colesterol total (CT), LDL — C, HDL — C (lipoproteina de
alta densidade) e triglicerideos (TG). Esta coleta, cuja via de escolha é a
puncao cardiaca, foi realizada com a ajuda do responsavel pelo Biotério no
tempo zero do estudo e no periodo pré-operatério (eutanasia), respeitando um
jejum de 12 horas antecedentes ao exame. As dosagens bioquimicas foram
feitas por laboratério terceirizado, de acordo com o método enzimatico
especifico para cada exame. E importante ressaltar que para a coleta de
sangue foi realizado o procedimento anestésico do animal.

O animal foi acondicionado em caixas especificas desenvolvidas (figura
02) para auxiliar o procedimento anestésico de coelhos. O processo de pungao
inicia-se com a anestesia dos animais (solugdo de 1,5ml de quetamina + 1 mi
de xilazina: administracdo de 1ml/kg de peso, via intramuscular). Apés 4 a 5

minutos, colocou-se o animal em decubito lateral esquerdo para palpagao do
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processo xiféide; segue-se a palpacéo cardiaca e pungdo intracardiaca com

seringa de 5 ml e agulha 25x7mm.

Figura 02 — Caixa que auxilia no procedimento anestésico dos animais

6.3.2 Remocao de artérias

No final do periodo experimental, 82 semana, realizou-se o processo
cirurgico para retirada das pecas e eutanasia dos coelhos no laboratério de
cirurgia experimental do Hospital Angelina Caron.

Antecedente a realizagdo do procedimento cirurgico foi ministrada
anestesia, de 2,5 ml (para animais de 2,5 kg) da solugao composta por 1,5 ml
de quetamina (50mg) e 1 ml de xilazina (20mg), aplicada por via intramuscular
na regido da coxa, conforme protocolo de anestesia do Biotério Central da
universidade.

Em um segundo momento, foi realizada a tricotomia ampla do abdome,
o animal foi acondicionado na canaleta cirurgica, sendo seus membros fixados
pelas extremidades. Em seguida, fez-se a anti-sepsia local com PPVI
degermante e coloca-se o campo fenestrado estéril. Posteriormente, realizou-
se incisdo mediana de 4 cm de extensao a partir do processo xiféide. Uma vez

com o campo aberto, realizou-se a dissecgao da aorta descendente e a
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eutanasia de acordo com RDC n° 714 (2002) com dose letal de barbiturico
(thionembutal).

As artérias removidas (figura 03 e 04) foram lavadas e fixadas com
formaldeido a 10% tamponado com fosfato (pH=7,6), durante 10 minutos.
Posteriormente, foram armazenadas em frascos devidamente identificados e
encaminhados para o laboratério de patologia experimental da PUCPR, onde

se realizou o processamento histoldgico convencional com parafina.

Aorta Descendente

Figura 03 — Localizacédo da aorta descendente para remogao.

Figura 04 — Aorta descendente removida do animal
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6.4 AVALIACOES HISTOLOGICAS

6.4.1 Preparo das amostras

Para posterior analise histolégica e morfométrica, a identificacdo dos
animais por grupos foi substituida por numeros aleatérios sequenciais com o
propésito de obter uma analise cega. Para isso, foi misturado o grupo controle
e o grupo resveratrol. Apdés esta nova identificacdo, as espécimes foram
fixadas em formalina por 24 horas, constituidos pelo segmento da aorta
descendente. Posteriormente essas pegas cirurgicas foram retiradas dos
frascos e processadas para a confec¢cdo dos cortes histologicos. Para tal
procedimento, foram retiradas de 3 a 5 amostras, a 2 cm da raiz da aorta, em
cortes transversais, com 2 a 3 mm de espessura cada, da aorta descendente
de todos os animais do estudo, representando assim, as areas das porcoes
proximais, médias e distais destas artérias. As amostras coletadas foram
colocadas em capsulas histolégicas identificadas.

As amostras previamente identificadas foram colocadas no autotécnico
(Leica® modelo RM2145), para processamento overnight, sendo desidratadas
em concentragdes diferentes e crescentes de alcool etilico a 70%, 80% e 90%,
posteriormente foram diafanizadas em xilol contendo misturas sequiencialmente
concentradas de parafina durante 12 horas. Como procedimento padréo para a
obtencgao dos blocos foi realizado a inclusdo em parafina quente (Leica® modelo
EG1160).

Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo (Leica® modelo RM
2145), em cortes de 5 ym (micrémetro) cada um, dispostos em lamina de vidro
com 75X25mm. E importante ressaltar que no momento da leitura das laminas
histolégicas obtidas nesse experimento, segui-se sempre a identificagado prévia
descrita de cada um dos cortes transversais da aorta descendente.

As laminas foram coradas em hematoxilina-eosina (HE) e elastica

(orceina), conforme técnicas convencionais e montadas com balsamo e
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laminula de vidro de 24X50 mm. Para a identificacdo das laminas histoldgicas,
utilizou-se 0 mesmo processo empregado nos blocos histoldgicos.

6.4.2 Analise histolégica qualitativa

As laminas na coloracdo de HE foram analisadas de maneira cega, em
microscépio medusa de cinco cabecgas OIympus® BX 40. As lesbes
aterosclerdticas encontradas no estudo macroscopico foram graduadas
visivelmente usando uma escala de 0 a VI, segundo os critérios qualitativos
propostos por Stary et al (1992) *°, descritos na tabela 02. Por meio dessa
analise foi diagnosticado de maneira cega o grau de lesdo aterosclerdtica
presente nos coelhos de ambos 0s grupos.

Os resultados foram registrados na forma de fotomicrografias retidas em
leitura pelo programa Image Pro-plus® 4.5, acopladas a um microscopio
Olympus ® BX50 e camara de video Sony®. Todos os fragmentos, bem como
todos os niveis de corte foram examinados, aproveitando-se para observar os
aspectos pertinentes a lesdo ateroscleroética, livre de artefatos técnicos e
preparando o material para a analise morfométrica. E importante salientar que
com o auxilio da leitura histolégica na coloragdo de HE foi evidenciado o melhor
corte transversal da aorta descendente, representativo da lesdo, para a leitura

morfométrica.

Tabela 02 — Grau de lesao aterosclerdtica de acordo com os critérios classificatorios

Critério Grau da lesao

Espessamento intimal I
Xantomagrofagos isolados I
Xantomagrofagos agregados ou em camadas Il
Goticulas lipidicas de matriz proteoglicana Il

Lagos de lipidios de matriz proteoglicana [l

Presenca de capa fibrosa delicada v
Presencga de capa fibrosa bem formada Vv
Calcificagao e Placa Fibrosa VI

Adaptado: Stary et al (1992) *
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6.4.3 Analise morfométrica quantitativa

A leitura morfométrica foi realizada com as laminas coradas em orceina
(elastica), a fim de determinar a area intima e da média da aorta descendente
dos coelhos do grupo controle e do grupo resveratrol. Para essa leitura, o corte
transversal que representa a melhor lesdo para leitura, foi selecionado
previamente na leitura do HE. Esse segmento foi divido em quatro campos nos
quais se realizou em cada quadrante dez afericdes da espessura da média e da
intima.

A leitura das laminas realizou-se por meio do programa Pro Image-plus®
v.4,5 para Windows ©, acoplados a microscépio Olympus® BX50 e camara de
video Sony®, utilizando-se o aplicativo chamado morfometria de "linha",
calibrado previamente em ym com a objetiva de 20 vezes. As medidas aferidas

foram transferidas para o programa Excel for Windows®.

6.4.4 Analise imunohistoquimica

a) Construgao do bloco de Tissue Microarray (TMA)

Em um primeiro momento, as artérias descendentes foram cortadas em
série, na espessura de, aproximadamente 3 a 5 mm, para a confec¢cao dos
blocos parafinados comuns. Esses receberam a denominagdo de blocos
doadores. Posteriormente, foram retirados cortes dos blocos doadores, e
corados em coloragdes de rotina (HE e elastica), vide analise morfométrica.

Nas laminas coradas em HE foram localizadas as amostras arteriais
contendo a regido de interesse (amostra em corte transversal contendo a area
mais lesada) para a construgcdo do TMA. Através do sistema de espelho, a area
mais lesada marcada na lamina foi localizada no bloco-doador, que por sua

vez, também recebeu uma marcacgao.
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A pinga do tipo “Punch de Pele”, com didmetro de 5 mm (Figura 05) foi
escolhida para a retirada do segmento adértico mais lesado do bloco doador
com intuito de montar o bloco receptor. Para que as artérias descendentes
fossem devidamente localizados, conforme sua identificacdo individual
confeccionou-se um mapa que servira de apoio. O mapa segue o estilo de um
plano cartesiano, onde as colunas sao identificadas com letras e as linhas com
numeros. Cada fragmento adrtico escolhido recebeu a identificagdo de uma

letra mais um numero (Ex A1) (Figura 06).

Figura 05 — Pingas do tipo Punch para bidpsias de pele com diametros de
5, 4 e 3 mm, respectivamente.

Grupo Controle
A1 = Coelho 01
A2 = Coelho 02
A3 = Coelho 03
B1 = Coelho 04
B2 = Coelho 05
B3 = Coelho 06
C1 = Coelho 07
C2 = Coelho 08
C3 = Coelho 09
C4 = Coelho 10
D4 = Marcador

Figura 06 — Mapa que orienta a confecgéo do bloco receptor. A1 representa
o bloco que contém a identificagdo do coelho 01 e assim por diante.

O bloco-receptor sera confeccionado, por meio dos seguintes passos: 1)
Aquecimento da pinga do tipo Punch para penetragao no bloco de parafina; 2)
Introducéo da pinga quente na area demarcada (segmento adrtico mais lesado)

do bloco-doador; 3) Pressao e torcdo aplicadas na pinga para penetracao e
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corte do fragmento; 4) Retirada da pinga contendo o fragmento mais lesado da
artéria descendente; 5) Retirada do fragmento contido na pinga.

Depois de retirados os fragmentos de todos os blocos doadores e estes
organizados conforme o mapa (figura 07) foram montados novos blocos. Ao
todo se montaram dois novos blocos (grupo controle aorta descendente, grupo
resveratrol aorta descendente), contendo ambos os multiplos fragmentos de
espécimes mais lesados de cada um dos grupos. Assim que pronto o bloco-
receptor, foram confeccionadas ldminas histoldgicas convencionais coradas em

HE e ldminas para a analise imunohistoquimica.

Grupo Controle — Aorta Descendente

V000-
V000-
V000-
V000-

AO01 representa o segmento da aorta descendente identificado do coelho 01
€ assim por diante.

b) Técnica de imunohistoquimica

Estes cortes histologicos foram fixados em laminas de vidro silanizadas
e inicialmente submetidos a desparafinizacdo com xilol quente (37°C),

desidratagdo com banhos sucessivos de alcool e reidratagcdo com agua.
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Utilizou-se o alcool metilico e H,O, para o primeiro bloqueio da
peroxidase enddgena e a agua destilada e H,O, para o segundo bloqueio.
Posteriormente foi procedida a incubagcdo com os anticorpos primarios
monoclonais VCAM na diluigdo de 1:200 microlitros durante 1 hora. Utilizou-se
também a incubagdo de sinalizadores inflamatérios como IL — 6 (/Imuny
biotechnology) e MCP — 1 (Imuny biotechnology), nas diluicbes de: 1:400
microlitros e 1:100 microlitros, respectivamente. Para a revelagdo, foi
adicionado complexo DAB (Dakocytomation), substrato sobre as laminas e a
contra-coloracdo foi realizada com hematoxilina de Mayer's, seguida de
desidratacdo com banhos de alcool etilico 100% e da clarificagdo com xilol.
Para a montagem das laminas utilizou-se o Bélsamo do Canadéa. O protocolo
desenvolvido e descrito acima ja foi padronizado no servico. E importante
destacar que foram utilizados, controles positivos e negativos para cada
reacao.

A leitura foi feita em microscépio optico Olympus BX50®, com objetiva
de 20 x, avaliando-se a concentracdo de células de adesdo celular e
intercelular e de sinalizadores inflamatdrios na camada intima nos segmentos
arteriais estudados. Para essa analise quantitativa, foram digitalizadas imagens
da aorta descendente de cada animal, as quais foram divididas em oito
campos. As areas positivas para os anticorpos primarios foram marcadas pela
coloragcdo castanha enquanto que as negativas pela coloracdo azul,

caracterizando, assim, a utilizacdo do método da morfometria de cores.

6.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacao dos grupos em relagao a variaveis quantitativas foi
usado o teste t de Student para amostras independentes ou o teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney, quando apropriado. A condigdo de normalidade
das variaveis foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilks. Algumas variaveis foram

submetidas a transformacao logaritmica para atingir a condigdo de simetria. Em
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relacdo a variaveis nominais dicotébmicas, a comparacao dos grupos foi feita
considerando-se o teste exato de Fisher. Valores de p < 0,05 indicaram
significancia estatistica. Os dados foram organizados em planilha Excel e

analisados com o programa computacional Statistica v.8.0.
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7 RESULTADOS

7.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Para o inicio do experimento foram randomizados 20 coelhos machos
New Zealand, os quais foram divididos em dois grupos, conforme o tratamento
dietético recebido. Ao final do experimento, o grupo resveratrol finalizou com
oito animais, devido ao ébito de dois durante o periodo de experimentagao.

No que se refere a administracdo do resveratrol, observa-se que essa foi
bem tolerada durante todo periodo experimental, ndo sendo observado

nenhum resultado adverso.

7.2 VARIAVEIS BIOQUIMICAS

Os niveis séricos de colesterol total foram mensurados antes de iniciar a
dieta hipercolesterolémica (momento basal) e ao final do experimento
(momento eutanasia). Os valores encontrados nas dosagens dos grupos

podem ser observados na tabela 03.

Tabela 03 — Valores médios para colesterol total dos grupos estudados

Variavel Grupo n Média  Desvio Valor

(mg/dl) padrao dep

CT inicial Controle 10 70,30 21,79
Resveratrol 08 44 50 10,98
CT final Controle 10 1676,70 768,67

Resveratrol 08 2173,75 353,84 0,112**

** Ancova, p<0,05 (CT inicial como co-variavel) - Valor de p = 0,112.

Ao analisar os valores encontrados, observa-se que nao ha diferengas

estatisticas significativas entre as concentracdes séricas de colesterol total no
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momento basal e no momento da eutanasia nos grupos estudados, conforme

ilustra a figura 08.

Colesterol Total

Média; média + ep; média + dp
2800
2600
2400 ¢ T
2200
2000 t+
1800 |
1600
1400 f
1200 t+
1000 }
800
600
400
200 +

Colesterol Total (mg/dL)

eE——— ———

[2] Inicial

Controle Resv eratrol Final
L

Grupo

Figura 08 — Concentragéo plasmatica de colesterol total observada no grupo controle e no grupo
resveratrol. Valor de p = 0,112 no momento da eutanasia.

Achados semelhantes foram encontrados para a fragdo do LDL — C.
Afinal, os animais suplementados com resveratrol apresentaram valores
médios de LDL — C semelhantes aos valores de LDL — C do grupo controle,
2084,63 mg/dl e 1596,12 mg/dl, respectivamente, conforme se observa na

figura 09. Os valores médios e desvio padrao estdo sumarizados na tabela 04.
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LDL -C
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Figura 09 — Concentracéo plasmatica de LDL - C observada no grupo controle e no grupo resveratrol.
Valor de p = 0,114 no momento da eutanasia.

Tabela 04 — Valores médios e desvio padrdo para LDL - colesterol dos grupos
estudados

Variavel Grupo n Média  Desvio  Valor

(mg/dl) padrao dep

LDL — C inicial Controle 10 11,80 15,17
Resveratrol 08 2,08 0,40
LDL - C final Controle 10 1506,12 743,03

Resveratrol 08 208463 399,96 0,114

* Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05. — Valor de p=0,114

No que se refere a andlise de HDL — C e niveis séricos de triglicerideos
observa-se que nao houve diferenga significativa nas concentragdes séricas
desses parametros bioquimicos entre os grupos ao término da experimentagao
vide figura 10 e 11, respectivamente. Embora existam diferencas entre os

niveis plasmaticos de triglicerideos dosados no periodo final do estudo (204,32
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mg/dl no grupo controle e 75,24 mg/dl no grupo resveratrol), essas ndo foram
significativas. Os valores médios e desvio padrao estdo sumarizados na tabela
05.

HDL - C
Média; média + ep; média + dp
50
45 +
40 +

HOL - C(mg/dl)
W
S)

25
20
15 |
10 L + Inicial
Controle Resveratrol Final
2
Grupo

Figura 10 — Concentracéo plasmatica de HDL - C observada no grupo controle e no grupo
resveratrol.
Valor de p = 0,449 para concentragédo de HDL - C final nos grupos estudados.
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Figura 11 — Concentracéo plasmatica de triglicerideos observada no grupo controle e no grupo
resveratrol.
Valor de p = 0,762 para concentragéo de triglicerideos final nos grupos estudados.
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Tabela 05 — Valores médios e desvio padrao para triglicerideos dos grupos estudados

Variavel Grupo n Média Mediana Desvio Valor
(mg/dl) (mg/dl) padrdo dep

TGL inicial Controle 10 196,40 193,50 71,94
Resv. 10 114,00 108,00 37,11
TGL final Controle 10 220,20 123,00 204,32
Resv. 10 158,14 195,50 75,24 0,762**

Resv = resveratrol
** Mann — Whitney — Valor de p=0,762

7.3 ANALISE HISTOLOGICA

Por meio da analise histolégica, pode-se avaliar o grau de lesdes
aterosclerédticas presentes na aorta descendente de ambos os grupos. Ao final
do periodo experimental, observou-se que ha diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos com relagao a probabilidade de ter lesdo dos tipos
I, 11, NI, IV e V ou de ndo ter nenhuma lesédo. Quase que totalidade dos animais
do grupo controle (70%) apresentou graus de lesdes lll. Ja, em 100% dos

animais pertencentes ao grupo do resveratrol, o nivel do grau da lesao foi I,

conforme ilustra a figura 12.

M Resv

m Controle

v Vi

Figura 12 — Grau de lesao aterosclerotica na aorta descendente dos coelhos estudados.
Valor de p = 0,004 — Teste exato de Fischer
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Em adic&o, a figura 13 demonstra corte seccional da aorta descendente
com a caracterizacéo da lesao aterosclerética e lesdes grau | e lll encontradas

em maior escala nessa pesquisa (figura 13).

o

’.’:/"'f#/
y ."“; ; //

Figura 13 — Cortes histolégicos da aorta descendente de animais: A — Secgéo transversal da
aorta descendente do coelho (grupo resveratrol) com lesao aterosclerética grau I; B — Seccéo
transversal da aorta descendente do coelho (grupo controle) com lesao grau lll.

7.4 ANALISE MORFOMETRICA

No que se refere a analise histoldgica quantitativa, observa-se na figura
14, que diferengas estatisticas foram encontradas para a espessura da camada
intima do segmento adrtico dos grupos estudados (p<0,001). O mesmo nao se
aplica para a espessura da camada média. Afinal, conforme ilustra a figura 15,
a espessura da camada média ndo apresentou diferengas estatisticas entre os
grupos (p=0,16). Os valores médios e desvio padrdo estdo sumarizados na

tabela 06.
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Espessura da camada intima
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Figura 14 — Espessura da camada intima da aorta descendente dos grupos estudados.
Valor de p <0,001 para a espessura da camada intima da aorta dos grupos estudados.
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Figura 15 — Espessura da camada média da aorta descendente dos grupos estudados.

Valor de p = 0,315 para a area da camada média da aorta dos grupos estudados.
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Tabela 06 — Valores médios desvio padrao das espessuras da camada media e da camada

intima dos grupos estudados.

Variavel Grupo n Média Mediana Desvio Valorde p
] padrao

Intima controle 10 75,10 68,25 51,66 <0,001*
(mcm?) resveratrol 8 4,76 1,38 6,75

Média controle 10 176,59 196,99 52,69 0,315**
(mcm?) resveratrol 8 209,70 205,49 39,77

(*) Teste t de Student para amostras independentes;
(**) Teste t de Mann-Whitney.

7.5 ANALISES IMUNOHISTOQUIMICAS

A analise de areas positivas para as moléculas de adesao vascular

(VCAM -1) demonstrou diferencas estatisticas significantes entre os grupos

estudados, conforme se observa a figura 17 (p=0,007). Os valores médios e

desvio padrao estao sumarizados na tabela 07.
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Figura 16 — Areas positivas para VCAM dos grupos estudados - Valor de p = 0,007
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Tabela 07 — Valores médios e desvio padréo das areas positivas para VCAM nos grupos
estudados

Variavel Grupo N Média Mediana Desvio Valor de
padrao p*
VCAM controle 10 5339,07 5209,03 3791 0,007
aorta
(mcm?)
resveratrol 8 1452,96 1035,59 1137

(*) Teste t de Student para amostras independentes. (**) Teste t de Mann-Whitney.

A figura 17 representa os cortes seccionais do segmento aodrtico para a

analise de VCAM dos grupos estudados.

Figura 17 — Fotomicrografia do segmento da aorta descendente de coelhos. A — Area positiva
no segmento adrtico do grupo controle para VCAM. B - Area positiva no segmento aértico do
grupo resveratrol para VCAM.

No que se refere a concentragdo de MCP — 1, observa-se que a mesma
apresentou diferencas estatisticas significantes entre os grupos (p=0,039),
conforme ilustra a figura 18. Os valores médios, medianos e desvio padréo

estao sumarizados na tabela 08.
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Figura 18 — Areas positivas para MCP-1 dos grupos estudados - Valor de p = 0,039.

Tabela 08 — Valores médios, medianas, minimos, maximos e desvios padrdoes das areas
positivas para MCP-1 nos grupos estudados

Variavel Grupo N Média Mediana Desvio Valor de
padrao p*
MCP -1 controle 10 11772 11003 7947 0,039*
(mcm?)
resveratrol 8 5509 4781 2745

(*) Teste t de Student para amostras independentes.
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A figura 19 representa os cortes seccionais do segmento aértico para a

analise de MCP -1 dos grupos estudados.

positivas no segmento aértico do grupo controle para MCP — 1; B - Areas positivas no
segmento adrtico do grupo resveratrol para MCP — 1.

Achados concordantes sdo observados para a interleucina 6 (IL-6). Ao
analisar os dados, evidencia-se que a IL-6 apresentou diferenga estatistica
significativa entre os grupos experimentais estudados (p=0,015) (figura 20). Os

valores médios, medianos e desvio padrao estao sumarizados na tabela 09.
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Figura 20 — Areas positivas para IL-6 dos grupos estudados - Valor de p = 0,015.
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Tabela 09 — Valores médios, medianas e desvios padrbes das areas positivas para IL - 6 nos
grupos estudados

Variavel Grupo n Média Mediana Desvio Valor de
padrao p*
IL6 Controle 10 3852 3623 2694 0,015*
(mcm?)
resveratrol 8 1273 1128 580

(*) Teste t de Student para amostras independentes.

A figura 21 representa os cortes seccionais do segmento adrtico para a

analise de IL - 6 dos grupos estudados.

" ‘r |
S e = R S )

T —— s e g R G 1

Figura 21 — otoicrografia do segmento da aorta descendente de coelhos. A — Areas
positivas no segmento adrtico do grupo controle para IL-6; B - Areas positivas no segmento
aortico do grupo resveratrol para IL-6.
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8 DISCUSSAO

8.1 EFEITO DO RESVERATROL NAS VARIAVEIS BIOQUIMICAS
ANALISADAS

Ha muito a comunidade cientifica alerta a populagdo mundial quanto aos
maleficios ao sistema cardiovascular em relacdo ao consumo de uma dieta
hiperlipidica e rica em colesterol 3" 3%,

Diversas pesquisas clinicas e experimentais reportam que a oferta diaria
do resveratrol € considerada uma estratégia terapéutica profilatica para o
processo etiolégico das doengas cardiovasculares, principalmente a
aterosclerose. Muito se discute e se estuda na literatura a respeito dos
potenciais efeitos benéficos do resveratrol. Entre esses se encontram a
reducdo nos niveis séricos de colesterol total e na sua fragdo de LDL — C “> 4.

O mecanismo plausivel e reportado para o efeito hipolipemiante do
resveratrol é atribuido, entre outros fatores, a sua propriedade antioxidante.
Hattori et al (2002) “** reporta que a propriedade antioxidante in vivo do
resveratrol, provavelmente, deriva da sua capacidade de aumentar a sintese de
oxido nitrico (NO), o qual funciona, algumas vezes, como um antioxidante in
vivo, capturando os radicais superoxidos. Em adi¢cdo, varios estudos
demonstram que o efeito antioxidante do resveratrol se deve, também, a
capacidade do mesmo em capturar as espécies reativas de oxigénios (ROS)
(figura 23), as quais sdo produzidas demasiadamente na ingestdo de dietas

hiperlipidicas 3.
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Figura 22 - Mecanismo antioxidante na prevengéo da aterosclerose.
Fonte: Kusano, et al (2002) **.

Nigdikar et al (1998) *° salienta que a presenca de substancias
antioxidantes para a prevencao do processo aterosclerético € fundamental.
Afinal, na presenca de antioxidantes, a oxidacdo do LDL — C é impedida. E,
dessa forma interrompe-se a sucessao de eventos que culminam na formacgao
das células espumosas na camada intima das artérias, levando ao inicio do
processo aterosclerético. Shanmuganayagam et al (2006) “° observaram uma
diminuicdo nos niveis séricos de colesterol total ao utilizar 225 ml/dia de suco
de uva Concord em animais hipercolesterolémicos durante 48 dias.

Porém, essa afirmativa ndo condiz com os resultados encontrados nessa
pesquisa. Afinal, pode-se observar no nosso trabalho, por meio de analise
comparativa dos niveis séricos de colesterol total entre os grupos de animais
estudados, que ndo houve uma reducao nos niveis de colesterol total, LDL — C
e triglicerideos no grupo resveratrol. Resultados semelhantes sao reportados
na literatura. Castro et al (2009) * também evidenciam resultados
insatisfatérios pela utilizagdo do resveratrol no perfil lipidico em modelo
experimental semelhante a essa pesquisa. Ao observarem 20 coelhos machos,
em estudo de 8 semanas, com dieta enriquecida em colesterol a 1,5%, os
autores observaram que a oferta diaria de 3mg/kg/dia de resveratrol, ndo foi
suficiente. Afinal, ndo houve diferengas estatisticas significativas nos niveis
séricos de colesterol total, LDL-C, HDL-C e triglicerideos entre os animais que
receberam o resveratrol dos que nao receberam.

Wilson et al (1996) * perceberam em estudo que a administracdo diaria
de resveratrol favoreceu a génese da aterosclerose. Os pesquisadores

randomizaram 18 coelhos machos, em dois grupos, conforme o tratamento
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dietético recebido por dois meses. Ao final, observou-se, em resposta ao
tratamento dietético recebido, que as concentragdes séricas de LDL -
colesterol e VLDL — colesterol aumentaram em ambos os grupos, ndo havendo,
dessa forma, diferengas estatisticas significativas para as variaveis analisadas.

Ao contrario dos resultados encontrados nessa pesquisa e em algumas
publicagdes, muitos estudos, clinicos e experimentais, observaram a atividade
hipolipidica em virtude da propriedade antioxidante do resveratrol.

Nigdikar et al (1998) *°, em estudo experimental, observou que o
consumo de vinho tinto aumenta os niveis de antioxidantes plasmaticos. E,
dessa forma, proporciona atividade antioxidante sobre o LDL - C. Esses
resultados foram demonstrados pela diminuicdo de perdxidos plasmaticos
totais e diminuicdo dos perdxidos lipidicos do LDL-C. Na mesma linha de
pesquisa, Wakabayashi (1999) “° comprovaram que os polifendlicos do vinho
tinto foram capazes de reduzir a oxidagao plasmatica de LDL.

Zou et al (2000) *°, em estudos realizado para determinar o efeito
antioxidante do resveratrol em humanos, utilizou dois sistemas de oxidagao in
vitro (um contendo cobre e o outro um composto azo). Os pesquisadores
concluiram o resveratrol protegeu a oxidagdo de LDL — Colesterol em ambos
os sistemas, demonstrando, dessa forma, a sua capacidade em captar radicais
livres, assim como deter a progressao da oxidagao.

Ao estudar hamsters hipercolesterolémicos, Auger et al (2002) °,
verificaram que o grupo de animais suplementados com composto fendlico do
vinho tinto, por oito semanas, apresentaram redugdes significativas nos niveis
plasmaticos de colesterol total e LDL — colesterol.

Fermén et al (1999) *%, em ensaio realizado in vitro utilizando alguns
compostos antioxidantes, observaram que os antioxidantes presentes ao vinho
tinto, mostraram notavel inibicdo da peroxidagcdo da LDL — colesterol (80 a
90%) quando comparado com os outros compostos.

Hansen et al (2005) **, randomizaram 69 individuos saudaveis em dois
grupos: grupo A que recebeu vinho tinto (300 ml para homens e 200 ml para
mulheres) e grupo B, o qual foi o grupo placebo, pois foi ofertado agua, por 4
semanas. Ao final do periodo de estudo, observou-se que nao havia diferencas

para os niveis plasmaticos de colesterol total e LDL — colesterol entre os
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grupos. Porém, destacou-se um aumento significativo de 11 a 16% nos niveis
de HDL - colesterol associada a uma redugéo de 8 a 15% no fibrinogénio, no
grupo suplementado em vinho tinto. Os autores atribuem esse incremento no
HDL — C ao resveratrol presente no vinho administrado. Dessa forma, este
estudo clinico, evidenciou relagcbes inversas entre a oferta de vinho tinto e as
doencas cardiovasculares. Afinal, conforme evidencia Rimm et al (1999) ** em
sua meta analise em 25 estudos, alteragdes em 10% na concentragcao de HDL
— C e no fibrinogénio, & responsavel pela redugdo no risco de doencgas
cardiovasculares em torno de 10 a 25%.

Uma |justificativa plausivel para essas divergéncias encontradas, em
relacao ao perfil lipidico, se deve ao curto periodo experimental, o qual,
também, foi reportado em estudos prévios * *"*®. Em complemento, Friedman
et al (1963) * e Daugherty et al (1986) *°, apds conduzirem estudos com
coelhos hipercolesterolémicos, evidenciam que a redugdo da leséo
ateroscleroética, em virtude da diminuicdo nos niveis de LDL — colesterol é um

processo que pode demorar meses a anos.
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8.2 EFEITO DO RESVERATROL NA PREVENGAO DA ATEROSCLEROSE

A perda da agao protetora do endotélio € derivada da presenca de
fatores inflamatdérios e de risco cardiovascular, como as dietas
hipercolesterolémicas. Esses fatores agregados ou nao contribuem para a
génese da placa aterosclerdtica. Na presenga desses, ha um aumento da
propensdo a vasoconstricdo, trombose, inflamagao e proliferacdo celular na
parede vascular .

Algumas pesquisas apontam que as dietas ricas em gordura constituem
um dos principais fatores de risco para a etiologia da aterosclerose. Afinal,
dentre outros motivos, a dieta rica em gordura favorece a formacédo das
espécies reativas de oxigénio (EROs). E, conforme discutido anteriormente
sabe-se que esses apresentam uma reatividade quimica muita alta com outras
biomoléculas podendo desencadear a peroxidacao lipidica, levando a
alteragbes na membrana celular, fato esse que facilita a oxidagao do LDL — C
(HALIWELL e GUTTERIDGE, 1999) 8.

Zhao et al (2001) * demonstraram que uma refeicdo hiperlipidica é
capaz de prejudicar a fungdo endotelial por um periodo maior que 4 horas. Esta
disfuncao foi atribuida, principalmente, por um aumento no estresse oxidativo
endotelial.

Nesse estudo experimental, utilizou-se como dieta aterogénica a ragao
padrdo enriquecida a 1% de colesterol, proveniente do ovo integral liofilizado.
Evidencias apontam que dietas ricas em gorduras e colesterol produzem
espessamento intimal associado a presenga de células espumosas % Essa
afirmativa condiz com os resultados desse estudo. Afinal, por meio da analise
morfométrica, percebe-se que todos os coelhos que receberam somente a
dieta aterogénica desenvolveram lesbes ateroscleréticas avangadas, grau lll,
no segmento adrtico estudado.

Diversos achados clinicos apontam a eficacia da utilizagao do resveratrol
na redugdo da aterogenicidade. Um estudo realizado em porcos da india,
demonstrou uma redugao de 39 e 50% dos niveis plasmaticos de triglicerideos

e VLDL - C, respectivamente. E, associado a esses achados, observou-se,
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também, uma reducao de 33% no acumulo de colesterol na aorta dos animais
alimentados com polifendis da uva em comparagéo ao grupo controle .

Auger et al (2005) ¢ avaliou a influéncia de diferentes polifendis no
acumulo lipidico das placas ateroscleroticas de hamsters. Ao final do estudo foi
evidenciado que a dieta suplementada com resveratrol reduziu em 10% a
concentragdo plasmaticas de colesterol total e em 76% a area das placas
gordurosas em relagdo ao grupo controle. No mesmo sentido, Fukao et al
(2004) 2, em estudo com ratos hipercolesterolémicos, percebeu que o grupo
tratado com resveratrol apresentou uma diminuicdo significativa de 30% na
formacao ateromatosa observada em aortas.

Os resultados encontrados nessa pesquisa sdo concernentes aos
achados reportados na literatura cientifica. A dose utilizada de 2mg/kg/dia foi
eficiente na diminuicdo da placa aterosclerdtica. Ao final do periodo
experimental, pode-se observar que os coelhos alimentados com dieta
hipercolesterolémica suplementada em resveratrol, apresentaram lesbes
ateroscleréticas em grau | enquanto que animais pertencentes ao grupo
controle caracterizaram-se com lesdes em estagios mais avancados (grau Il e
().

Castro et al (2009) ®3, em estudo experimental, semelhante ao protocolo
utilizado nessa pesquisa, corroboram com os resultados encontrados nessa
pesquisa. Os coelhos que receberam dieta padrdo adicionada a 1,5% de
colesterol apresentaram lesdes ateroscleréticas grau lll, de acordo com os
critérios de Stary % na porcao arterial analisada. E, nos animais que receberam
a adicao de 3mg/kg/dia, foi evidenciada a presenca de lesdes aterosclerdticas
em estagios iniciais. Esses achados sao semelhantes aos reportados por
Wang e colaboradores (2002) %. Os pesquisadores evidenciaram que a oferta
diaria de 4mg/kg/dia de resveratrol, aos coelhos machos, foi responsavel pela
inibicdo da agregacao plaquetaria da por¢ao aodrtica estudada desses animais.

As propriedades anti aterogénicas do resveratrol, além das elencadas,
podem ser atribuidas ao seu efeito na migracdo e proliferacdo de células
musculares lisas. Estudos in vitro realizados com células musculares retirados

da aorta bovina demonstraram que a utilizagao do resveratrol, independente da
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dosagem utilizada, favoreceu a redugcdo na hiperplasia intimal nas lesdes
induzidas % °7,

Outros autores também apontam o efeito benéfico do resveratrol na
prevencao da integridade do endotélio em virtude da sua capacidade de inibir a
expressdo de moléculas de adesdo (VCAM, ICAM e MCP - 1) e citocinas
inflamatérias (IL — 6). Dessa forma, esse polifenol é considerado um modulador

das moléculas inflamatdrias da parede vascular endotélio 5 5% 7°,
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8.3 EFEITO DO RESVERATROL NO PROCESSO ANTIINFLAMATORIO

O processo aterogénico deriva de uma resposta inflamatéria. Respostas
inflamatoérias crénicas estdo associadas a aterogénese, pois 0 aumento da
producdo de citocinas resulta na ativacao endotelial. InUmeros pesquisadores
patologistas demonstram que o primeiro passo para o desenvolvimento da
placa aterosclerédtica seria a adesao dos mondcitos no endotélio vascular com
sua subsequente migracdo na parede do vaso arterial®.

Varios mediadores, ou citocinas inflamatérias, tém sido utilizados na
pratica clinica e em estudos associados a patogénese da aterosclerose com o
intuito caracterizar o processo inflamatério. Dessa forma, essas podem ser
consideradas marcadores de risco cardiovascular (LIBBY, 2006).

Entre esses marcadores, destacam-se os utilizados no nosso protocolo
experimental, como as moléculas soluveis de adesdo celular: molécula de
adesao vascular — 1 (VCAM - 1), assim como também, a proteina quimica
atrativa de monécitos (MCP — 1) e a interleucina 6 (IL — 6). Em adi¢cao, Charo
et al (2004) "' salienta que a interagdo desta rede de marcadores inflamatérios
(quimiocinas) desempenha um papel essencial na patogénese da doenca
vascular e é considerado como um importante alvo terapéutico para limitar a
progressao da aterosclerose.

Diversos fatores dietéticos contribuem tanto para a etiologia quanto para
a prevencao do processo aterosclerético. No que se refere a génese das
placas ateroscleroticas, evidéncias cientificas sugerem que os macronutrientes
da dieta promovam o estresse oxidativo, contribuindo, dessa forma, para a
génese do processo inflamatdrio crénico. Entre os macronutrientes, os lipideos
sdo os mais estudados quanto ao efeito dos componentes da dieta na
inflamacado. Sugere-se que a ingestdo de uma refeicdo com alto conteudo
lipidico leve a ativacdo endotelial, fato esse evidenciado pelas elevadas
concentracdes de moléculas de adeso celular circulantes "'

Em estudo experimental, Shi et al (2005) "? analisaram artérias femorais
de babuinos adultos, os quais foram alimentados por 7 semanas com dieta

hipercolesterolémica. Apds 3 semanas de experimentacido verificou-se um
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aumento de 85,6% nas concentragdes séricas de colesterol total, atingindo ao
final de sete semanas de experimentagdao um acréscimo de 105%, quando
comparadas com o0s niveis basais. Alteragbes nos niveis de citocinas
inflamatérias como MCP — 1 e IL — 6, também foram observadas. Ao final do
estudo, percebeu-se um acréscimo significativo para esses marcadores nos
animais que receberam dieta enriquecida em colesterol. Dessa forma, os
autores concluiram que uma alimentagdo rica em colesterol pode ser
considerada pr6 — aterogénica. Stary (1994)%* reporta que a
hipercolesterolemia é responsavel por um aumento na aderéncia de mondcitos
no endotélio de diferentes modelos animais (suinos, coelhos, macacos e
pombos)

Essas afirmativas sdo concernentes com nossos achados experimentais.
A administracdo diaria de uma dieta hipercolesterolémica desencadeou a
formacdo de lesbes aterosclerdticas associadas a presenca de processo
inflamatorio, principalmente, no grupo controle. Ambos os grupos apresentaram
aumento nas moléculas de adesdo VCAM - 1. Porém, evidenciou-se
diferencgas estatisticas significativas nas areas positivas para VCAM — 1 entre
os grupos. Os coelhos que receberam administracao diaria de resveratrol
apresentaram concentracdes de VCAM — 1 inferiores.

Varios autores tém defendido propriedades antiinflamatérias do
resveratrol por mecanismos de inibicdo da expressao endotelial de moléculas
de adeséo, desacelerando o processo aterogénico pelo menor recrutamento de
leucocitos para o espago subendotelial %, Wung et al (2005) " complementa
que uma das propriedades vasoprotetoras do resveratrol é a regulagdo da
expressao de moléculas envolvidas na atividade inflamatoria.

Diante deste mecanismo fisiopatoldgico, a eficacia terapéutica do
resveratrol também foi atribuida a acdes antiinflamatérias de atenuacado da
expressao génica de ICAM-1 induzida pela IL-6 nas células endoteliais por
meio da inibigdo da sinalizagdo da STAT3 7°.

A atividade do resveratrol na ades&o endotelial de mondcitos e
granuldcitos foram avaliadas in vitro em culturas de células endoteliais de veia
umbilical humana e de veia safena humana. Foi demonstrado que o resveratrol,

em concentragbes de 1umol/L e 100nmol/L, inibiu significativamente a
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expressao de moléculas de adesao intracelular 1 (ICAM-1) pelas células
endoteliais de veia umbilical em comparagdo com as células estimuladas por
TNF- a sem adicdo de resveratrol. Também foi observada inibicdo da
expressao de moléculas de adesao de células vasculares 1 (VCAM-1) e pelas
células endoteliais de safena em comparagao com as células ndo expostas ao
resveratrol. Este trabalho sugere que o resveratrol pode exercer seu efeito pela
modulacdo da ativacdo endotelial ao invés da ativacdo dos neutrofilos,
demonstrando um efeito independente da sua fungao antioxidante 2.

A proteina quimica atrativa de monécitos (MCP — 1), sintetizada pelas
células endoteliais, exerce, também, um papel fundamental na formacao das
lesdes ateroscleréticas. Charo & Taubman (2004) ”' salientam que a MCP-1 é
secretada mediante a presenca de alguns estimulos aterogénicos dos quais
fazem parte: oxidagdo do LDL — colesterol, indugcdo de células endoteliais e
células musculares, além de permitir a infiltragdo dos mondcitos na parede
vascular da camada intima.

Norata et al (2007) " observaram em aortas de ratos, suplementados
com a oferta diaria de catequinas e resveratrol uma redugao na presenca de
MCP — 1 na parede vascular. Os autores observaram a eficacia terapéutica do
resveratrol na prevencdo da aterosclerose. Em estudo experimental com
camundongos, observou-se que a administracdo de um “mix” de polifendis
(catequinas, acido caféico e resveratrol), por 8 semanas, reduziu
significativamente a presencga da placa aterosclerética em 40 e 36% no seio da
aorta e da aorta ascendente, respectivamente. Essa reducao foi associada com
uma reducgdo da expressado de marcadores de macréfagos, linfocitos (Th1 e
Th2) e de MCP-1, na parede vascular. Ao avaliar a expressao de MCP — 1 em
culturas celulares que receberam resveratrol, Cullen et al (2007) " notaram que
a sintese dessa proteina quimiotatica foi significativamente menor quando
comparada com o grupo controle.

Esses dados corroboram com nossos resultados experimentais. Afinal,
0s animais do grupo resveratrol apresentaram uma redugdo, com significancia
estatistica (p=0,039), na expressao génica de MCP-1 quando comparados com

0 grupo controle.



LXII

Diversos achados apontam que o resveratrol inibe a produgcdo de
mediadores inflamatorios, dentre eles as interleucinas, em diferentes modelos
experimentais, tanto in vivo quanto in vitro.

Na presente pesquisa, observa-se que a expressdo de IL-6 foi
significativa menor (p=0,015) no grupo que recebeu resveratrol. Resultados
semelhantes foram observados por Wung et al (2005) °. Os pesquisadores
estudaram os efeitos antiaterogénicos do resveratrol em artérias bovinas. Ao
final do estudo, contatou-se que a administracdo de resveratrol inibiu a

expressao génica da IL-6.
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9 CONCLUSAO

A administracido diaria de resveratrol ndo reduziu os niveis séricos de
LDL — C e colesterol total. Porém, por meio das analises histologicas e
morfométricas, observa-se que resveratrol foi eficaz prevenindo a formacao da
lesdo aterosclerotica, além de ter apresentando efeito antiinflamatério, nos

animais submetidos a dieta hipercolesterolémica a 1%.
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ANEXO A - LAUDO TECNICO DO RESVERATROL UTILIZADO NA

PESQUISA

RESVERATROL® EXTRACT

Cedido por: Farmadoctor — Comércio de Medicamentos.

Produzido por: Galena® Quimica e Farmacéutica Ltda.

Data de fabricacdo: 27/08/2005.
Data de validade: 27/08/2007.
Férmula molecular: C14H1203.

Classe terapéutica: antioxidante, vasoprotetor.

Fator de COrmeGa0: 8Y0....ciueriiiie i

Analises/componentes (APROVADO EM 2/12/2005):

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS:

ANALISES/COMPONENTES | ESPECIFICACOES RESULTADOS DAS ANALISES
Descricao P6 marrom a marrom avermelhado  P6 marrom

Odor Caracteristico Caracteristico

Doseamento Minimo: 8,0% 8,18%

Umidade Nao mais que 7% 6,6%

Densidade aparente Informativo 0,5g/mL

MICROBIOLOGICO:

ANALISES/COMPONENTES

ESPECIFICAGOES

RESULTADOS DAS ANALISES

Fungos e leveduras
Contagem de bactérias
Salmonella sp
Escherichia coli

S. aureua

P. aeruginosa

N&o mais que 100ufc/g
N&o mais que 10000 ufc/g
Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

5 x 10 ufc/g
<10 ufc/g
Ausente
Ausente
Ausente

Ausente




RESVERATROL 10% SUSPENSAO
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DESCRIGAO QUANTIDADE
Resveratrol 1049

Nipagin 0,1g

Glicerina 1049
Polietilenoglicol 400 59

Xarope simples 409

Gel de goma xantana 2% 449

Agua destilada 100 ml




