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A aterosclerose é caracterizada pelo recrutamento de monócitos e linfócitos para a parede 

do vaso. O efeito desencadeador deste processo é o acúmulo de partículas de LDL 

minimamente oxidadas, as quais estimulam as células endoteliais a produzirem moléculas 

pró-inflamatórias. Em adição à LDL oxidada, vários outros fatores modulam a inflamação 

tais como forças hemodinâmicas, hormônios sexuais e infecção. O objetivo deste estudo foi 

demonstrar o efeito anti-aterogênico do DMA, 6,7-Dimetoxi-4-N-(3’-N’,N’-

dimetil)fenilaminoquinazolina, em camundongos LDLr-/- . Este efeito pode ser relacionado 

com a propriedade anti-inflamatória do composto estudado, por evidências de que o mesmo 

aumenta a biodisponibilidade de adenosina nos tecidos pela inibição da adenosina quinase.  

Nossos resultados mostraram que o DMA administrado via oral, tanto no tratamento 

preventivo, quanto no tratamento de lesões pré estabelecidas, em camundongos LDLr-/- 

alimentados com dieta hipercolesterolêmica (1,25% colesterol e 0,5% ácido cólico) diminui 

o tamanho das placas ateroscleróticas em 67% e 52%, respectivamente, em relação ao 

grupo controle que recebeu veículo. Esses dados foram obtidos através da planimetria das 

lesões ateroscleróticas na base da artéria aorta com a coloroção Oil Red O específica para 

lipídios. A dieta hipercolesterolêmica (HC) por 15 e 30 dias reduziu o triglicéride sérico, 

medido pelo sistema de cromatografia líquida, em cerca de 50% sendo que o tratamento 

com DMA cancelou esta redução. A dieta HC por 15 e 30 dias aumentou o colesterol 

sérico, em cerca de 2 vezes nos camundongos LDLr-/-. Camundongos tratados com DMA e 

dieta HC apresentaram níveis de colesterol total maiores  do que o grupo alimentado 

somente com dieta HC. Dados revelaram que este aumento foi devido ao maior nível de 

HDL circulante nos camundongos tratados com o composto DMA. Todos os camundongos 

em tratamento, tanto com DMA quanto com veículo, apresentaram redução do peso 

corporal em relação ao grupo de camundongos alimentados com dieta hipercolesterolêmica 

(HC). 
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Atherosclerosis is characterized by the recruitment of monocytes and lymphocytes to the 

artery wall. A triggering event for this process is the accumulation of minimmally oxidized 

LDL, which stimulates the overlying endothelial cells to produce a number of pro-

inflammatory molecules, including hemodynamic forces, sex hormones and infection. We 

demonstrated that DMA, 6,7-Dimethoxi-4-N-(3’-N’,N’-dimethyl)phenilaminoquinazoline, 

have an anti-atherogenic effect in mice LDLr-/-. This effect could have a relationship with 

an anti-inflammatory property of adenosine in tissues, by the inhibition of adenosine 

kinase. 

Results showed that DMA administrated by oral via, as prevent treatment,  

as pre-established lesions, in mice LDLr-/- with hypercholesterolemic diet  

(1,25% cholesterol and 0,5% colic acid), decreases atherosclerotic lesions in 67% and  

52% respectively in relation of the vehicle group. These data was obtained by planimmetric 

study of atherosclerotic lesions in the base of aortic arthery with Oil Red O especific for 

lipids. The hypercholesterolemic diet by 15 and 30 days, decreases serum tryglicerides in 

50%, in the other way, the treatment with DMA cancelled this reduction. At the same time, 

HC diet by 15 and 30 days increases total cholesterol serum, in  2 times in mice LDLr-/-. 

Mice treatment with DMA and hypercholesterolemic diet showed serum cholesterol higher 

than the HC group (control). Results demonstrated that this increase have relationship with 

higher HDL serum level in mice treated with compound.  All mice in treatment  

(DMA and Vehicle group) had the weight decreased.  
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Aterosclerose é uma doença progressiva caracterizada por um acúmulo de 

lipídios e elementos fibrosos nas grandes artérias. As lesões iniciais da aterosclerose 

consistem em acúmulo de colesterol em macrófagos no endotélio, também conhecidas 

como células espumosas. Em humanos, podem ser encontradas na aorta na primeira década 

de vida, nas coronárias na segunda década e nas artérias cerebrais nas terceira e quarta 

décadas. Pela dinâmica diferencial do fluxo sanguíneo, existem locais “preferenciais” para 

a formação das lesões nas artérias. As estrias gordurosas não são significantes clinicamente, 

mas são precursoras da maioria das lesões avançadas caracterizadas pelo acúmulo de 

lipídios, debris necróticos e células musculares lisas (Lusis,2000). As lesões fibrosas típicas 

possuem uma capa fibrosa formada por células musculares lisas e matriz extracelular que 

envolvem um núcleo necrótico rico em lipídios. As placas podem se tornar extremamente 

complexas, com calcificação, ulceração na face luminal e hemorragia de pequenos vasos 

que crescem na camada média da parede vascular. Além disso, as lesões avançadas podem 

crescer o suficiente  bloqueando o fluxo sanguíneo o que provoca uma oclusão aguda,  

um trombo, resultando em um infarto do miocárdio e derrame. Comumente, a trombose 

está associada com a ruptura ou erosão da lesão. Os eventos da aterosclerose vêm sendo 

elucidados por estudos em modelos experimentais de animais como coelhos, porcos, 

roedores e primatas (excluindo os seres humanos). Camundongos nocautes para a 

Apolipoproteína E ou para o receptor de LDL(Low Density Lipoprotein) desenvolvem 

lesões avançadas e são os modelos mais utilizados para estudos genéticos e fisiológicos 

(Tamminen et al,1999). A primeira mudança observada na parede arterial em animais 

alimentados com dieta hipercolesterolêmica é o acúmulo de partículas de lipoproteína e 

agregados na íntima em locais de predileção para a formação de lesão. Em dias ou semanas 

os monócitos aderem na superfíce do endotélio. Os monócitos migram através da 

monocamada endotelial até a íntima, onde proliferam, se diferenciam em macrófagos e 

englobam lipoproteínas, formando as células espumosas (Ross,1993). Com o tempo,  

as células espumosas morrem, e passam a fazer parte do núcleo necrótico da lesão. 

Algumas estrias gordurosas acumulam células musculares lisas que migram da camada 

média do vaso. Com a secreção de elementos fibrosos pelas células musculares lisas,  

são desenvolvidas placas fibrosas que aumentam o tamanho da lesão. Inicialmente,  

as lesões crescem para a adventícia, depois começam a se expandir para o lúmen do vaso 
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(figura 1). As lesões continuam a crescer pela migração de células do sangue, 

acompanhadas de proliferação celular, produção de matriz extracelular e acúmulo de 

lipídios. A aterogênese é uma resposta à injúria causada pelas lipoproteínas e outros fatores 

de risco(Libby,1999). 

Estudos epidemiológicos dos últimos 50 anos revelaram vários fatores de risco 

para aterosclerose. Estes podem ser agrupados em fatores genéticos, os quais tem grande 

influência. A abundância relativa de diferentes lipoproteínas no plasma parece ser o fator 

primário para a elevação de lipoproteínas aterôgenicas que são um pré-requisito para a 

maioria das formas da doença. Com exceção do sexo, o nível de lipoproteína, cada um dos 

fatores de risco envolve vários genes. Esta complexidade pode ser elucidada por 

cruzamentos genéticos em animais; estudos em roedores têm revelado vários genes que 

contribuem para os níveis de lipoproteína, peso corpóreo e outros fatores de 

risco(Mehrabian et al,1998). A importância dos fatores genéticos e como se comportam nas 

doenças crônicas cardiovasculares vem sendo estudados em muitas famílias e 

gêmeos(Goldbourt e Neufeld,1988). Na população estudada, a hereditariedade da 

aterosclerose tem sido mostrada em vários estudos, frequentemente excedendo 50% em 

relação à população normal. Estudos em população migrante, por outro lado,  

mostra claramente que o ambiente influencia na incidência da doença nas populações.  

Assim, a forma mais comum de doença cardiovascular crônica é resultado da combinação 

de um ambiente que não é saudável, suscetibilidade genética e hábitos diários  

(Lusis et al,1998). 
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Figura 1- Artérias coronárias seccionadas transversalmente demonstrando as lâminas elásticas 

interna e externa da parede do vaso. 

http://gyalogbodza.freeblog.hu/archives/2005_Jan_gyalogbodza.htm 

 

Interações moleculares e celulares 

Estudos patológicos têm revelado várias modificações no vaso durante a 

aterogênese e mostrou células inflamatórias derivadas do sangue, particularmente 

monócitos/macrófagos que possuem um papel crucial. Estudos de cultura de tecidos com 

células vasculares e monócitos/macrófagos sugeriram possíveis modos de iniciação de 

progressão da doença. Foram fornecidas evidências do principal papel do endotélio na 

mediação da inflamação, e sugeriram que o acúmulo de LDL oxidada na íntima contribuem 

para o recrumento de monócitos e formação de  células espumosas. Durante a década 

passada, o entendimento dos mecanismos moleculares da aterogênese foram melhor 

entendidos em estudos em animais transgênicos(Smithies e Maeda,1995).  

 

Início da lesão 

O endotélio é uma barreira permeável entre o sangue e os tecidos.  

Possui funções sensoriais e executadoras, e pode gerar moléculas efetoras que regulam a 

trombose, inflamação, tônus vascular e remodelamento. Por exemplo, a remoção do 

endotélio resulta em uma migração e proliferação de células musculares lisas,  
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que regeneram o mesmo(Gimbrone,1999). Entre as forças físicas importantes que agem nas 

células endoteliais está a “shear stress”, a qual tem efeito na morfologia das mesmas 

(Figura 2). Células nas regiões tubulares das artérias, onde o sangue flui uniforme e 

laminar, são elipsóides na forma e alinhadas na direção do fluxo. Células nas regiões de 

curvatura, onde o fluxo é conturbado, possuem formas poligonais e nenhuma orientação 

particular. Essas áreas apresentam uma maior permeabilidade para as macromoléculas 

como as de LDL e são os principais locais para a formação de lesão(Gimbrone,1999).  

O primeiro evento da aterosclerose é o acúmulo de LDL na matriz subendotelial.  

O acúmulo é maior quando os níveis de LDL circulante aumentam, e o transporte e a 

retenção do LDL aumentam (figura 2). 

Estudos epidemiológicos de populações migrantes com uma dieta rica em 

gordura, indicaram fortes associações entre o estilo de vida, e a dieta como fator mais 

importante. Dietas ricas em gordura e em colesterol usualmente são utilizadas em pesquisas 

em animais de laboratório(Assmann et al,1999). Associações com o fumo também foram 

observadas em vários estudos, sendo mostrados benefícios quando esse era cessado 

(Assmann et al,1999). Níveis baixos de antioxidantes não tiveram resultados conclusivos, 

entretanto antioxidantes solúveis em gordura protegeram animais de experimentação contra 

a aterosclerose (Steinberg e Witztum,1999). Estudos epidemiológicos de agentes 

infecciosos sugeriram evidências de associações com agentes infecciosos, como a 

Chlamydia pneumoniae  e a formação da lesão em estudos animais (Hu et al,1999). 

LDL se difunde passivamente entre as junções das células endoteliais,  

e sua retenção na parede do vaso parece envolver interações entre a apolipoproteína B, 

constituinte do LDL e a matriz de proteoglicanos (Boren et al,1998). Em adição ao LDL, 

outra apoB que faz parte de lipoproteínas, chamada de lipoproteínas e remanescentes,  

pode se acumular na íntima e promover aterosclerose. A partícula de LDL que contém um 

polipeptídeo adicional(conhecida como apolipoproteína), que se liga com a ApoB através 

de ponte de disulfeto, parece ter um efeito aterogênico adicional na fibrinólise e no 

crescimento de células musculares lisas (Grainger et al,1994). As partículas de LDL que 

são próprias do organismo são englobadas pelos macrófagos mas não rápidas o suficiente 

para formarem células espumosas, sendo assim proposto que estas são modificadas na 

parede do vaso (Goldstein et al,1979). Foi mostrado posteriormente que a molécula de LDL 
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que se infiltra sofre modificações como oxidação, lipólise, proteólise e agregação,  

e que essas modificações contribuem para a inflamação assim como para a formação de 

células espumosas. Uma das modificações mais importantes para a formação da lesão 

inicial é a oxidação de lipídios, que se transformam em moléculas de LDL minimamente 

oxidadas e que possuem uma atividade pró-inflamatória, não sufuciente para serem 

reconhecidas por macrófagos. HDL é uma molécula protetora contra a aterosclerose.  

Um mecanismo importante deste efeito, é que as moléculas de HDL retiram o excesso de 

colesterol dos tecidos periféricos. Em adição, HDL protege inibindo a oxidação de 

lipoproteínas. As propriedades anti-oxidantes da HDL, é em parte pela paraoxonase,  

uma esterase carregada pela molécula de HDL que degrada fosfolipídios oxidados 

(Hegele,1999) 

(Shih et al,2000). 

 

 

Figura 2- Lesão inicial. Os locais de predileção para a formação de lesões são determinados,  

em parte pelas forças hemodinâmicas que agem nas células endoteliais. Isto influencia 

a permeabilidade da barreira endotelial e a expressão dos genes das células endoteliais 

assim como os de óxido nítrico sintase(NOS). Um evento importante na iniciação da 

lesão é a retenção de LDL pela ApoB com os componentes da matriz. As moléculas de 

LDL sofrem oxidação pelas espécies reativas de oxigênio(ROS). A oxidação de LDL 

é inibida pelas moléculas de HDL, as quais contêm uma proteína antioxidante(PON1) 

(Lusis,2000). 
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Inflamação 

A aterosclerose é caracterizada pelo recrutamento de monócitos e linfócitos 

para a parede do vaso. O efeito desencadeador deste processo é o acúmulo de partículas de 

LDL minimamente oxidadas, as quais estimulam as células endoteliais a produzirem 

moléculas pró-inflamatórias, incluindo moléculas de adesão e fatores de crescimento,  

como fator de estimulação de colônia de macrófagos (M-CSF) (Figura 3). A LDL oxidada 

pode também inibir a produção de óxido nítrico (NO), um mediador químico de várias 

propriedades anti-aterogênicas, incluindo vasorelaxamento. Em adição à LDL oxidada, 

vários outros fatores modulam a inflamação como forças hemodinâmicas, níveis de 

homocisteína, hormônios sexuais e infecção. Diabetes pode promover a inflamação,  

em parte, pela formação de produtos finais da glicosilação que interage com receptores 

endoteliais (Hofmann et al,1999). A entrada de tipos específicos de leucócitos pela parede 

do vaso é mediada por moléculas de adesão e fatores quimiotáticos. Depois das células 

endoteliais serem expostas ao LDL oxidado, elas se ligam aos monócitos. O primeiro passo 

para a adesão, é o “rolamento” dos leucócitos pela face endotelial, mediada por selectinas, 

que ligam os carboidratos ligantes das células endoteliais nos leucócitos. A adesão de 

monócitos e células T no endotélio podem ser mediadas pela integrina VLA-4 dessas 

células, que interagem com a VCAM-1 do endotélio e a CS-1 da fibronectina.  

In vivo e in vitro estudos têm sugerido que essas interações possuem um papel crucial na 

aterosclerose (Shih et al,1998). A citocina M-CSF estimula a proliferação e diferenciação 

de macrófagos, e influencia várias funções dos macrófagos como a expressão de receptores 

do tipo scavenger (Smith et al,1995). 
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Figura 3- Partículas de LDL oxidadas estimulam as células endoteliais a produzirem  moléculas de 

adesão, proteínas quimiotáticas e fatores de crescimento, resultante do recrutamento de 

monócitos para a parede do vaso, além de inibirem a produção de NO e a expressão de 

moléculas de adesão leucocitária.(Lusis,2000).  

 

Formação de células espumosas 

As moléculas de LDL antes de serem englobadas por macrófagos,  

se transformam em moléculas altamente oxidadas. Essa modificação envolve espécies 

reativas de oxigênio produzidas por células endoteliais e macrófagos e enzimas como a 

mieloperoxidase, esfingomielinase e fosfolipase secretória. O englobamento de partículas 

de LDL altamente oxidadas para a formação de células espumosas, é mediada por um 

grupo de receptores do tipo scavenger (SR-A e CD36)(Suzuki et al,1997)  

(Febbraio et al,2000). A expressão destes receptores é regulada por um fator de transcrição 

que pode ser ligado em ácidos graxos oxidados e citocinas como o TNF-α e  

IFN-γ Tontonoz et al,1998). Os macrófagos secretam apoE e isso promove um efluxo de 

colesterol para o HDL, inibindo a transformação de macrófagos em células espumosas 

(Figura 4). 
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Figura 4- Formação de células espumosas. Agregados de LDL altamente oxidados são formados no 

vaso como resultado da ação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e das enzimas 

esfigomielinase(Smase), fosfolipase secretória 2 (Spla2), outras lipases e da 

mieloperoxidase (MPO). O agregado de LDL oxidada é reconhecido por receptores do 

tipo scavenger dos macrófagos (SR-A, CD36, CD68). A expressão destes receptores 

são mediadas por citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-α e interferon  

IFN-γ). As células espumosas secretam a apoliproteína E (apoE), que facilita a remoção 

do colesterol em excesso. A morte das células espumosas formam uma massa 

juntamente com os lipídios extracelulares e outros debris (Lusis,2000). 

 

Placas fibrosas 

As placas fibrosas são caracterizadas pelo crescimento da massa de lipídios 

extracelulares, a maioria colesterol e éster, e pelo acúmulo de células musculares lisas e 

células derivadas da matriz extracelular (Figura 5). Citocinas e fatores de crescimento 

secretados por macrófagos e células T são importantes na migração e proliferação de 

células musculares lisas e produção de matriz extracelular (Schönbeck et al,2000).  

Vários fatores de risco parecem contribuir para o desenvolvimento de lesões fibrosas como 

elevados níveis de homocisteína, hipertensão e hormônios. Elevados níveis de homocisteína 

aparecem como uma injúria às células endoteliais e proliferação vascular de células 

musculares lisas (Gerhard e Duell,1999). Alguns dos efeitos mediados pelo aumento da 

pressão arterial na aterosclerose parece estar ligada à resposta renina-angiotensina.  
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A angiotensina II estimula diretamente o crescimento das células musculares lisas e 

produção da matriz extracelular. Estudos em ratos SHR indicam que o aumento da pressão 

arterial estimulam um fator de crescimento derivado de plaquetas, um potente mitogênico 

para células musculares lisas (Negoro et al,1995). O estrogênio possui muitas propriedades 

anti-aterogênicas, incluindo efeitos nos níveis de lipoproteínas no plasma e estimulação de 

produção de prostaciclinas e NO (Nathan e Chaudhuri,1997). Infecção por citomegalovírus 

também aprece estar ligado à aterosclerose e à restenose arterial (Gupta et al,1997).  

Estudos in vitro estabeleceram uma ligação entre a estimulação da migração das células 

musculares lisas e um receptor de quimiocina do vírus, US28 (Streblow et al,1999).  

A infecção por citomegalovírus está também associada com a inativação da proteína p53, 

que inibe o aumento de proliferação de células musculares lisas e acelera a aterosclerose  

(Guevara et al,1999). 

 

 

Figura 5- Formação de placas fibrosas. Vários fatores de risco, incluindo elevados níveis de  

Homocisteína e angiotensina II estimulam a migração e proliferação de células 

musculares  lisas. O estrogênio exerce um papel benéfico nos níveis de lipoproteínas no 

plasma e estimula a produção de NO e prostaciclina pelas células endoteliais.  

A interação entre o CD40 e CD40L estimula a expressão de citocinas por linfócitos T e 

macrófagos como o IFN-γ que influencia na inflamação, crescimento de células 

musculares lisas e acúmulo de matriz. As células musculares lisas da íntima secretam 

matriz extracelular e aumentam a capa fibrosa (Lusis,2000). 
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Lesões avançadas e trombose 

Estudos patológicos sugerem que o desenvolvimento do trombo mediado por 

eventos coronários agudos dependem principalmente da composição e instabilidade da 

placa. Placas instáveis geralmente possuem uma capa fibrosa fina e um alto número de 

células inflamatórias. A capa fibrosa é mantida ou não pela produção e degradação da 

matriz e pelos produtos das células inflamatórias. As células T produzem IFN-γ, que inibe a 

produção de matriz pelas células musculares lisas, e os macrófagos produzem várias 

proteases que degradam a matriz extracelular, incluindo a colagenase intersticial e 

gelatinases (Libby,1999). A ruptura frequentemente ocorre nas bordas das lesões,  

onde há um acúmulo de células espumosas, sugerindo que fatores que contribuem para a 

inflamação influenciam também na trombose (Figura 6). A incidência de infarto do 

miocárdio e derrame aumenta durante infecções agudas. A estabilidade das lesões 

ateroscleróticas também influenciam na calcificação e neovascularização, fatores comuns 

nas lesões avançadas. O crescimento de pequenos vasos na lesão podem contribuir para a 

entrada de células inflamatórias (Moultan e Folkman,1999). A trombogenecidade do núcleo 

necrótico parece depender da presença de um fator tecidual, uma proteína que inicia a 

cascata de coagulação. A produção do fator tecidual pelas células endoteliais e macrófagos 

é aumentada pela entrada de partículas de LDL oxidada, infecção ou a ligação do CD40 das 

células endoteliais no CD40L das células inflamatórias (Schonbeck et al,2000).  

A expressão de outras moléculas mediadoras da trombose, como o ativador de 

plasminogênio, parecem ser importantes. 
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Figura 6- Placas instáveis com finas capas fibrosas são resultantes da degradação da matriz por 

várias proteinases como as colagenases, gelatinases e catepsinas e pela inibição de 

secreção de matriz. Vários fatores podem desestabilizar as placas e promover a 

trombose, como infecção que pode ter efeitos sistêmicos. A calcificação das lesões 

aparecem com a deposição de fosfato de cálcio. A formação de trombo, consiste na 

aderência de plaquetas e fibrina, usualmente acarretando a ruptura da placa (Lusis,2000). 

 

Novas terapias 

Drogas efetivas na diminuição do colesterol circulante e na pressão arterial vêm 

sendo desenvolvidas. Em particular, as estatinas, diminuem os níveis de lipoproteínas 

aterogênicas, os eventos clínicos e a mortalidade por aterosclerose (Assmann et al,1999). 

Entretanto, doenças cardíacas e infarto permanecem como as causas de morte mais comuns 

em países do oeste, e novos recursos, particularmente agentes que bloqueiem a doença a 

nível da parede do vaso ou aumentem o efeito anti-aterogênico do HDL estão sendo 

buscados. Durante a década passada, vários alvos promissores foram identificados.  

Por exemplo, a interrupção do sistema CD40-CD40L, poderia ter vários benefícios na 

estabilidade da placa (Schönbeck et al,2000). A identificação de como é o transporte de 

lipoproteínas, apresentou novas oportunidades para o tratamento de baixos níveis de HDL. 

No entanto, estudos preliminares em animais sugeriram que o aumento dos níveis de HDL 

não bloqueiam a formação da lesão aterosclerótica, mas age apenas na sua regressão 
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(Desumont et al,2000). Com o intuito de buscar uma droga que além de regredir a lesão 

aterosclerótica também a prevenisse, foi testado em nosso laboratório um composto 

inibidor de adenosina quinase (DMA). 

 

Adenosina 

A adenosina é um nucleosídeo purinérgico endógeno que formado 

extracelularmente, difunde na membrana celular circundando as células se ligando por 

estruturas específicas chamadas de receptores de adenosina (Ralevic e Burnstock,1998) 

(Fredholm et al, 2001). Existem quatro tipos de receptores de adenosina, os quais são 

membros de uma família de receptores acoplados à proteína G (Fredholm et al, 2001).  

Os genes para estes receptores foram designados de A1, A2A, A2B e A3. Embora a adenosina 

esteja presente no espaço extracelular em baixas concentrações, em condições de estresse 

estas concentrações aumentam. O papel da adenosina como uma molécula de sinalização 

extracelular foi visto primeiramente por Drury e Szent-Gyo¨rgyi em 1929, que demonstrou 

que a adenosina extraída de músculo cardíaco era um potente agente inotrópico negativo e 

um vasodilatador coronário. Pela formação extracelular tardia de adenosina nos eventos de 

hipóxia e coração isquêmico, a hipótese proposta era de que a adenosina tinha uma função 

de proteção no coração contra as consequências metabólicas do evento, por diminuição da 

demanda metabólica do miocárdio e aumento do fluxo coronariano sanguíneo  

(Ralevic e Burnstock,1998). Posteriormente, evidência foi obtida por ações protetoras 

similares da adenosina em outras células e sistemas orgânicos, incluindo cérebro, fígado, 

músculo esquelético e tecido adiposo. Baseado nesta evidência, uma hipótese da ação da 

adenosina foi formulada por Newby em 1984, e o termo metabólito retaliatório foi usado 

para descrever a função protetora da adenosina. Esta hipótese afirma que a adenosina, 

lançada em resposta a um estímulo de injúria por estresse, media uma cadeia 

autorregulatória, cuja função é proteger os órgãos da injúria e do estresse. A adenosina 

exerce este papel protetor por dois diferentes mecanismos. Primeiramente, a adenosina 

diminui a demanda energética para o tecido, por um efeito inibitório direto da função do 

parênquima celular, exemplificado pelo efeito inotrópico negativo da adenosina no músculo 

cardíaco. Segundo, a adenosina protege indiretamente o tecido fornecendo um ambiente 
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melhor para o parênquima das células, como por exemplo o maior fornecimento de 

nutrientes na vasodilatação. Evidências mais recentes indicam que a adenosina ajuda a 

manter a integridade tecidual através de um caminho indireto: a modulação da função do 

sistema imune. Embora a resposta imune da injúria tecidual tenha um papel essencial na 

preservação da homeostase do tecido, a inflamação incontrolada ou a ativação imune 

podem aumentar o dano aos tecidos afetados. Isto ocorre com a liberação de adenosina 

seguida pelo reconhecimento dos receptores nas células imune, regulando a resposta do 

sistema imunológico. Estudos recentes in vivo e in vitro, confirmam o papel benéfico da 

adenosina como modulador do sistema imunológico. Primeiramente, a adenosina é lançada 

ao redor das células imunes em tecidos sujeitados a várias formas de estímulos de injúria, 

incluindo isquemia e inflamação. Depois, na maioria dos sistemas experimentais,  

a adenosina é um imunossupressor pela ocupação dos receptores de adenosina nos diversos 

tipos de células imunitárias. A remoção da sinalização da adenosina endógena exarceba a 

ativação do sistema imune e consequentemente agrava a disfunção tecidual seguida de um 

estímulo agudo à injúria ( Hasko e  Cronstein, 2004). 

As ações fisiológicas da adenosina resultam quase que exclusivamente de sua 

ocupação nos receptores que se encontram na superfície das células e na ativação de 

caminhos intracelulares. Produção, captação celular e metabolismo determinam a 

biodisponibilidade de adenosina nos seus receptores. Estes processos são interdependentes 

e altamente regulados. Um bom exemplo desta interdependência é a ação de mecanismos 

metabólicos intracelulares purinérgicos, que resultam em um aumento das concentrações 

intracelulares de adenosina durante a hipóxia e isquemia tecidual. Nessas condições,  

o aumento da desfosforilação do ATP para adenosina pela enzima 5’-nucleotidase é 

paralela à supressão da atividade da adenosina kinase, a qual previne a refosforilação da 

adenosina (Fredholm et al,2001). Uma vez que a adenosina alcança altas concentrações 

dentro da célula, esta é transportada para o meio extracelular através de nucleosídeos 

transportadores especializados(Pastor-Anglada et al,2001). Outro  e provavelmente o 

mecanismo predominante que contribui para o aumento extracelular dos níveis de 

adenosina durante o estresse metabólico é o lançamento de precursores de nucleotídeos de 

adenina(ATP, ADP e AMP) da célula seguida pelo catabolismo extracelular pela cascata de 

ectonucleotidases, a qual inclui CD39 (nucleosídeo trifosfato desfosforilase-NTPD) e CD73 

Introdução 

49



(5’-ectonucleotidase) (Figura 7). A biodisponibilidade de adenosina é limitada pelo 

catabolismo de inosina para adenosina deaminase, a qual mais tarde é degradada e 

transformada em um produto final do ácido úrico. Ainda não está bem claro quais tipos de 

células são os produtores mais importantes de adenosina extracelular.  

No entanto, as células endoteliais e os neutrófilos são constantemente citados por lançar 

altos níveis de adenosina em locais de estresse, inflamação e infecção (Cronstein,1994). 

Além disso, Sperlagh e colaboradores em 2000, recentemente documentaram que terminais 

nervosos são a maior fonte de adenosina extracelular quando o baço for sujeito à isquemia. 

O ADP lançado por plaquetas em locais que sofreram injúria também podem se 

desfosforilar para adenosina (Ralevic e Burnstock ,1998). É conhecido que em tecidos 

normais, a concentração de adenosina está abaixo de 1 mM sendo que em tecido 

inflamados ou isquêmicos sua concentração é de 100 mM. Por exemplo, um estudo recente 

mostrou que os níveis de adenosina sistêmica (plasma) alcançam de 4-10 mM em pacientes 

com sepsis, uma condição associada com isquemia e inflamação sendo que em pacientes 

saudáveis estes níveis eram de 1 mM (Martin et al,2000). Concentrações de 10-100 mM de 

adenosine foram encontradas no líquido sinovial de pacientes com artrite reumatóide 

(Sottofattori et al,2001). Em geral os níveis de adenosina de 1 mM têm uma pequena 

influência nos processos imunes, de isquemia e inflamação que representam condições nas 

quais os níveis de adenosina endógena se tornam altos o suficiente para exercer um papel  

imunomodulatório e imunosupressivo. Finalmente, é preciso dar ênfase que a sinalização 

da adenosina no sistema imune, se inicia pelos índices altos ou baixos dos metabólitos de 

adenosina. É sabido que os nucleotídeos de adenina têm efeitos imunorregulatórios que são 

mediados pelos P2-purinoreceptores (Di Virgilio et al,2001). Além disso, evidências 

recentes indicaram que a quebra da adenosina em inosina e ácido úrico pode influenciar em 

muitos aspectos à resposta imune inata (Hasko et al,2000) (Scott et al,2002).  

Pelos níveis de produtos purinérgicos refletirem no estado metabólico do tecido,  

foi proposto que estes produtos poderiam representar um sistema sensorial ideal para a 

manutenção do sistema imune com a informação essencial sobre a condição saudável do 

tecido. 
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Figura 7- Mecanismos envolvendo o metabolismo de adenosina. A adenosina é formada do 

precursor ATP nos espaços extra e intracelular. A adenosina intracelular é exportada 

para o meio extracelular pelos transportadores de membrana dos nucleosídeos. A enzima 

adenosina quinase refosforila a adenosina, convertendo-a em AMP enquanto que a 

adenosina desaminase desamina a adenosina para inosina. A formação extracelular de 

adenosina é resultado de uma cascata enzimática que consiste em NTPDases e  

ecto-5’-nucleotidase. A adenosina extracelular se liga aos receptores de adenosina  

1, 2a, 2b e 3, os quais são expressos na superfície das células imunes. 

http://treimm.trends.com 

 

Tráfego de células imunes entre os compartimentos teciduais é regulado pelos 

receptores endoteliais de adenosina 

Células endoteliais têm múltiplos papéis na inflamação e na imunidade inata. 

Além disso, os primeiros eventos da inflamação são mediados em sua grande parte pelas 

células endoteliais. Em resposta aos mediadores inflamatórios, como o fator de necrose 

tumoral  α  e interleucina 1, as células endoteliais expressam moléculas de adesão,  

as quais são responsáveis pelo recrutamento de leucócitos nos locais inflamados.  

As células endoteliais também sintetizam e lançam mediadores, como o fator de ativação 

plaquetária, interleucina 8 e interleucina 6, que possuem papel direto no processo 

inflamatório conduzindo o movimento dos leucócitos entre os compartimentos celulares.  

A expressão dos receptores de adenosina A2A e A2B em vários tipos de células endoteliais 

vasculares é bem documentado, enquanto que os receptores A1 e A3 são expressos em 
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células endoteliais  baseados somente na demonstração de RNA mensageiro desses 

receptores (Montesinos et al,1997) (Feoktistov et al,2002) (Lennon et al,1998)  

(Eltzschig et al,2003). As células endoteliais têm sido reconhecidas como uma fonte 

significante de adenosina  pela sua capacidade de desfosforilar nucleotídeos de adenina 

para adenosina, e a interação entre neutrófilos e células endoteliais parece estar relacionada 

com este mecanismo (Lennon et al,1998) (Eltzschig et al,2003). Em outros estudos,  

a adenosina inibiu a secreção de IL-6 e IL-8 e a expressão de moléculas de adesão  

(E selectina e a VCAM-1) pela imuno estimulação de células endoteliais de veias 

umbilicais humanas provavelmente pelo mecanismo relacionado com os receptores A2A 

(Bouma et al,1996). Outros estudos mais tarde indicaram que a adenosina sozinha 

estimulada pela IL-8 é lançada nas células microvasculares humanas, não nas células 

endoteliais da veia umbilical humana, um efeito resultado da ocupação dos receptores A2B  

(Feoktistov et al,2002). Isto parece se dar pela ativação da fosfolipase C pelas proteínas Gq, 

preferencialmente do que a ativação do mecansimo das Gs-c AMP, responsável por 

aumentar a produção de IL-8 seguida de estimulação do receptor A2B nas células 

microvasculares humanas (Feoktistov et al,2002). Deste modo, os receptores A2A e A2B  

regulam as funções inflamatórias das células endoteliais, embora sua importância relativa 

varie de acordo com o local das células endoteliais. 

 

Neutrófilos: funções cruciais no efeito protetor da adenosina na injúria isquêmica e 

inflamação de tecidos 

Os neutrófilos são as primeiras células recrutadas nos locais de injúria e 

inflamação. Estas células do sistema imune inato, matam os microorganismos, eliminam os 

debris que restam depois da injúria e lança fatores responsáveis pelo recrutamento de outras 

células inflamatórias. Mas essas células que são cruciais para prevenção de disseminação 

de infecções, quando ativadas podem ser responsáveis por uma injúria significativa no 

tecido. Logo depois que os receptores de adenosina foram descritos, esforços foram feitos 

para determinar ou não a presença de neutrófilos e a modulação de seu comportamento.  

Em 1983, Cronstein e colaboradores publicaram um estudo demonstrando que a adenosina 

suprimia a geração estimulada de ânion super óxido, um efeito que ocorria nos receptores 
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das superfícies celulares. Depois, estudos estabeleceram que a adenosina, agindo nos 

receptores A2A, inibiam a adesão de neutrófilos estimulados, e a morte de células endoteliais 

e outras células, atividade bactericida, apoptose, expressão e emissão de moléculas de 

adesão, secreção de citocinas, fatores de crescimento e síntese de leucotrieno B4 

(Cronstein,1994) (Flamand et al,2000). Generalizando, os efeitos dos receptores A2A  são 

atribuídos à sua capacidade de sinalização aos mecanismos dependentes de cAMP.  

Embora alguns laboratórios tenham descrito que a influência dos receptores A2A da 

adenosina nas funções dos neutrófilos seja mediada pelo cAMP (Sullivan et al,1999) 

(Thibault et al,2002), outros estudos reportaram que a ocupação do receptor de adenosina 

inibe a geração de ânion super óxido de neutrófilos por mecanismos independentes do 

cAMP, incluindo a ativação da fosfatase associada à membrana e à não sensibilização de 

receptores quimioatrativos (Cronstein,1994). Estudos recentes sugeriram que os neutrófilos 

podem atuar em mais de um tipo de receptor de adenosina  (Rose et al,1988). 

Subsequentemente foi demonstrado que os neutrófilos que expressam receptores A1 quando 

ocupados, aumentam a quimiotaxia dos mesmos e a fagocitose (Cronstein,1994).  

Mesmo assim, em geral, os efeitos anti-inflamatórios da adenosina agindo nos receptores 

A2A são predominantes aos efeitos nos receptores A1 (Cronstein,1994). Os neutrófilos 

parecem expressar  receptores A2B que quando ocupados inibem a liberação do fator de 

crescimento endotelial vascular e a transmigração de neutrófilos através das camadas 

endoteliais (Wakai et al,2001). A presença de receptores A3  nos neutrófilos humanos não é 

confirmada. O primeiro artigo descrevendo sua existência e função não usou ligantes 

apropriados que caracterizassem os efeitos farmacológicos da adenosina em neutrófilos 

(Bouma et al,1997). Um estudo recente usando abordagens farmacológicas e moleculares 

mostraram que os receptores A3 são expressos em neutrófilos humanos, entretanto,  

os autores não puderam demonstrar o papel funcional desses receptores (Gessi et al,2002). 

Deste modo, a adenosina regula a função dos neutrófilos de maneira oposta através da 

ligação do receptor A1 (imunoestimulatório) e do receptor A2A (imunossupressivo).  

Este efeito regulatório sugere que a adenosina aumenta a resposta inflamatória nos locais 

onde a mesma está presente em pequenas concentrações, tanto que em locais onde o 

metabolismo é maior que a produção de adenosina, pode ocorrer infecção bacteriana.  

Uma vez que os neutrófilos tenham chegado no local de injúria tecidual, a adenosina, 
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gerada em altas concentrações pelos tecidos ou células injuriadas, age como um inibidor  

das funções inflamatórias dos neutrófilos. 

 

Interação da sinalização do receptor de adenosina e tipo de reconhecimento. 

Macrófagos e células dendríticas são fagócitos especializados que possuem um 

papel importante na eliminação de células apoptóticas e moléculas injuriadas, assim como 

na defesa do organismo contra a infecção. As células que apresentam antígenos (APCs) 

estão amplamente dispersas no corpo, até mesmo em locais de entrada de microorganismos. 

Elas participam da captura inicial e processamento de antígenos e depois na ativação 

específica de mecanismos efetores de linfócitos. Estes linfócitos ativados juntamente com 

os macrófagos eliminam os patógenos. Provavelmente, a descoberta mais importante sobre 

os APCs seja o seu mecanismo de reconhecimento por receptores (PRRs), os quais estão 

envolvidos no reconhecimento de elementos repetitivos em patógenos (lipopolissacarídeos, 

RNA viral). Estes incluem os receptores do tipo Toll-like (TLRs), lecitinas e receptores do 

tipo scavenger (Janeway e Medzhitov,2002). Estudos recentes elucidaram que os sinais 

iniciados pela ocupação do receptor de adenosina pode interferir nos mecanismos 

intracelulares ativados pelos PRRs. A ligação do receptor de adenosina nos monócitos e 

macrófagos suprime a produção de IL-12 através do TLR4 (Hasko et al,1998)  

(Hasko et al,2000) (Link et al,2000) (Khoa et al,2001). Pela IL-12 ser um instrumento 

direto da resposta inflamatória, a supressão da produção da mesma pela adenosina é 

provavelmente um dos mecanismos centrais pelo qual a ocupação do receptor de adenosina 

previna a inflamação do tecido lesado. Além disso, a estimulação do receptor de adenosina 

diminui a liberação de TLR-4 induzido por vários outros mediadores pró-inflamatórios 

incluindo o TNF-αMIP1α óxido nítrico, assim como aumenta a produção do  

anti-inflamatório IL-10 (Hasko et al,1996) (Sajjadi et al,1996) (Mayne et al,2001)  

(Szabo et al,1998). O efeito inibitório da adenosina na produção do TNF- α pelos 

macrófagos não é restrita  à indução do TLR-4 e sim pelos agonistas TLR2,3,4,7 e 9 

(Pinhal-Enfield et al,2003). Estudos recentes com animais nocauteados para os receptores 

A2A e A3, demonstraram que ambos receptores contribuem para a supressão do mediador 

pró-inflamatório seguido pela estimulação do TLR (Hasko et al,2000)  

(Salvatore et al,2000) (Ohta e Sitkovsky,2001).  
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Terapias para as doenças inflamatórias pela adenosina 

Nas fases iniciais de lesões a adenosina age a favor da infiltração de neutrófilos, 

promovendo mecanismos menos sofisticados pra defesa. Nos estágios mais avançados de 

processos inflamatórios, a adenosina contribui para a resolução da inflamação,  

diminuindo a ativação de macrófagos e avançando no desenvolvimento celular Th2 versus 

Th1(Lawrence et al,2002). Deste modo, os receptores de adenosina no sistema imune 

representam um alvo importante para terapias imunomodulatórias para a inflamação, 

doenças auto imunes e isquêmicas. O uso na administração de adenosina exógena na terapia 

de doenças, entretanto, não parece ser prático; sistematicamente a adenosina administrada 

não é seletiva e a expressão de seus receptores em todas as células, leva a vários efeitos que 

a previnem quanto a ser uma modalidade terapêutica efetiva. Entretanto, agentes ou 

compostos estáveis que aumentam as concentrações de adenosina nos locais lesados ou de 

inflamação com alta seletividade para seus receptores, podem ser usados no tratamento de 

doenças inflamatórias, isquêmicas agudas e auto imunes. Por fim, é necessário enfatizar 

que embora o aumento das concentrações de adenosina ou a estimulação de seus receptores 

possa ser útil no tratamento de algumas inflamações e isquemias agudas, em alguns casos 

isso não é visto. Por exemplo, em alguns estados de doenças associadas à altos níveis de 

adenosina endógena, como a asma e a doença pulmonar obstrutiva aguda, assim como a 

sepse e o choque séptico, pode ser necessário uma sinalização diminuída dos reguladores 

adenosinérgicos (Blackburn,2003) (Hasko et al,2002). 
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OBJETIVOS 

 

 
 



 1- Avaliar o efeito do tratamento com o DMA (Cloridrato de 6,7-dimetóxi-4-N(3`-N,N 

dimetilfenil)aminoquinazolina) na prevenção de lesões ateroscleróticas em 

camundongos  LDLr -/-. 

2- Avaliar se o DMA (Cloridrato de 6,7-dimetóxi-4-N(3`-N,N 

dimetilfenil)aminoquinazolina) induz a regressão  de lesões ateroscleróticas  em 

camundongos  LDLr -/-. 

Objetivos 

59



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 
 

 61



1.1-  Composto quinazolínico 

O derivado quinazolínico foi sintetizado pela Dra. Silvana Rocco no 

Laboratório de Físiopatologia Cardiovascular da Faculdade de Ciências Médicas da 

Universidade Estadual de Campinas. Utilizamos o composto DMA-Cloridrato de  

6,7-dimetóxi-4-N(3`-N,N dimetilfenil)aminoquinazolina. 

 

Figura 8- Composto quinazolínico DMA(Cloridrato de 6,7-dimetóxi-4-N(3`-N,N dimetilfenil) 

aminoquinazolina. 

 

1.2-  Animais 

Foram utilizados camundongos KO LDLr-/- ,machos, com aproximadamente 

25 gramas e três meses de idade, fornecidos pelo Biotério do Laboratório de Fisiologia 

Cardiovascular do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas.  

Os animais foram criados com controle de temperatura e controle de 12 horas no ciclo 

claro/escuro. Os camundongos foram divididos em grupos:  
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Grupo 1- camundongos nocautes (KO) LDL-/- os quais receberam ração comercial 

(Nuvital). 

Grupo 2- camundongos nocautes (KO) LDL-/- os quais receberam ração 

hipercolesterolêmica contendo 1,25% de colesterol, 0,5% de ácido cólico por 

15 dias (HC 15d). 

Grupo 3- camundongos nocautes (KO) LDL-/- os quais receberam ração 

hipercolesterolêmica contendo 1,25% de colesterol, 0,5% de ácido cólico por 

30 dias  (HC 30d). 

Grupo 4-  camundongos nocautes (KO) LDL-/- os quais receberam ração 

hipercolesterolêmica contendo 1,25% de colesterol, 0,5% de ácido cólico por 

15 dias com gavagem por 15 dias de veículo(propilenoglicol, água, pluoronic) 

(PREVENÇÃO) (VH 15d). 

Grupo 5- camundongos nocautes (KO) LDL-/- os quais receberam ração 

hipercolesterolêmica contendo 1,25% de colesterol, 0,5% de ácido cólico por 

15 dias com gavagem por 15 dias de DMA (dose de 30 mg/kg) diluído em 

veículo(propilenoglicol, água, pluoronic) (PREVENÇÃO) (DMA 15d). 

Grupo 6- camundongos nocautes (KO) LDL-/- os quais receberam ração 

hipercolesterolêmica contendo 1,25% de colesterol, 0,5% de ácido cólico por 

30 dias com gavagem por 15 dias de veículo(propilenoglicol, água, pluoronic) 

(TRATAMENTO). Os animais foram alimentados com a dieta 

hipercolesterolêmica por 15 dias para a instalação da doença, só depois a 

gavagem foi iniciada (VH 30d). 

Grupo 7- camundongos nocautes (KO) LDL-/- os quais receberam ração 

hipercolesterolêmica contendo 1,25% de colesterol, 0,5% de ácido cólico por 

30 dias com gavagem por 15 dias de DMA( dose de 30 mg/kg) diluído em 

veículo(propilenoglicol, água, pluoronic) (grupo de tratamento). Os animais 

foram alimentados com a dieta hipercolesterolêmica por 15 dias para a 

instalação da doença, só depois a gavagem foi iniciada (DMA 30d). 
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Figura 9- Camundongo LDLr-/- 

 

1.3-  Dieta 

Foi utilizada além da dieta Chow comercial (Nuvital), a ração 

hipercolesterolêmica para induzir a formação de placas ateroscleróticas.       

 

Tabela 1- Dieta Hipercolesterolêmica 

Ingredientes (1kg) 

Amido de milho            267 g 

Caseína(84%)               202 g 

Dextrina(90-94%)        113 g 

Sacarose                       100 g 

Óleo de Soja                 200 g 

Fibra                             50 g 

Mistura de Minerais     35 g 

Mistura de Vitaminas    10 g 

L-cistina                        3 g 

Bitartarato de colina     2,5 g 

Colesterol(1,25%)        12,5 g 

Ácido Cólico(0,5%)     5 g 
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1.4-  Peso    

Todos os animais foram pesados no início do experimento e no dia da coleta. 

 

1.5- Heparinização 

Os animais foram heparinizados para a coleta de sangue, com uma solução de 

0,1 ml de Heparina 10% . 

   

1.6- Anestesia 

Os animais foram anestesiados com 0,2 ml de solução 3% de Ketamina  

(Parke-Davis), 1% de Xilazina (Bayer AS) e 6 % de salina (dose de 40 mg/kg). A anestesia 

foi administrada intraperitoneal, na linha média do animal no abdômen. 

 

1.7- Medida das lesões ateroscleróticas 

A aterosclerose é uma patologia com desenvolvimento dinâmico e presença de 

elementos característicos nas diferentes fases do processo. Os diferentes estágios são 

caracterizados por meio de evidências estruturais e da expressão de fatores indicadores ou 

marcadores nas lesões, segundo Lusis (Lusis,2000,2004). 

Lesão tipo I (Inicial): Caracterizada pela infiltração de LDL na íntima, através das junções 

endoteliais. O local de maior ocorrência da lesão é em regiões das artérias expostas a 

fluxo sanguíneo turbulento, baixos fluxos ou ambos (Barakat e Lieu ,2003),  

e nas áreas onde o estresse de cisalhamento fluxo-induzido é baixo (Knowles e 

Maeda,2000). Sua retenção na parede do vaso envolve interações entre  a fração  

Apo B (apolipoproteína B) da LDL e proteoglicanos da matriz extracelular.  

Neste ambiente diferente do plasmático, a LDL sofre modificação, incluindo 

oxidação, lipólise, proteólise e agregação.  As modificações iniciais são 

caracterizadas pela formação da mmLDL (lipoproteína de baixa densidade 

minimamente oxidada).  
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Lesão tipo II (Inflamação): As mmLDL têm atividade pró- inflamatória, mas não são 

suficientemente modificadas a ponto de serem reconhecidas pelos receptores 

responsáveis pela remoção da oxLDL (LDL oxidada). Contudo, são eficientes no 

estímulo às células endoteliais em produzir numerosas moléculas pró-inflamatórias, 

incluindo moléculas de adesão como ICAM-1 (molécula de adesão intercelular-1), 

VCAM-1 (molécula de adesão vascular), PCAM-1 (molécula de adesão  

plaqueta-endotelial) e P selectina, as quais exercem efeito quimiotático para os 

monócitos e células T, bem como fatores de crescimento como o M-CSF  

(fator estimulante da colônia de macrófagos). 

 

Lesão tipo III (Formação das células espumosas): Agregados de LDLs altamente 

oxidadas são formados no vaso como resultado da ação das espécies reativas de 

oxigênio e de algumas enzimas como a esfingomielinase, fosfolipase secretória 2, 

mieloperoxidase e outras lipases. Este agregado é reconhecido pelos receptores do 

tipo scavenger dos macrófagos (tipo A, CD36 e CD68). A expressão destes 

receptores são mediados por citocinas como TNF-α ( fator de necrose tumoral-α)  

e IFN-γ ( interferon-γ). 

 

Lesão Tipo IV (Formação da placa e fibrose): Caracterizada pelo aumento da massa 

lipídica extracelular, em sua maioria colesterol e ésteres e pelo acúmulo de células 

musculares lisas. Citocinas e fatores de crescimento secretado pelos macrófagos e 

células T são importantes para migração e proliferação das células musculares lisas. 

 

Lesão Tipo V (Lesões complexas e trombose): Este estágio é caracterizado pelo ateroma 

com múltiplos núcleos de lipídios e centros necróticos na íntima. Evidencia-se 

tecido altamente desorganizado pela apoptose e presença de áreas de calcificação 

resultando na placa de fibroateroma com áreas calcificadas. Quando há presença de 

cápsula fibrosa delgada devido à ação de degradação de matriz por várias 
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proteinases, tem sido denominada de placa vulnerável e apresenta  aumento de 

células inflamatórias com frequente ruptura de endotélio subjacente a lesão.  

Assim, com frequência verificam-se vestígios de ruptura de placa e presença de 

plaquetas e fibrina. Tal ruptura expõe o colágeno e fatores teciduais, formando os 

trombos que podem ser visualizados na base da membrana da íntima. Vários fatores 

determinam a desestabilização do ateroma e promovem a trombose, dentre eles,  

a inflamação e as respostas por ela desencadeada parecem ser as mais relevantes. 

 

Protocolo 1 

Após 20 minutos de heparinização, os animais foram anestesiados. O sangue foi 

coletado pela veia retroorbital com capilares heparinizados e coletados em “eppendorfs” 

identificados também heparinizados com uma gota de heparina. Após a coleta, o sangue foi 

centrifugado à 3000 rpm, à 4 graus Celsius por 15 minutos. O plasma foi separado e 

congelado à -80 graus Celsius para utilização  na dosagem de colesterol e triglicérides. 

 

Protocolo 2 

As dosagens de triglicérides e colesterol foram feitas pelo método de 

cromatografia líquida de alta eficiência por HPLC. 

 

Protocolo 3 

Após a retirada do sangue, os animais foram incisionados em sua linha média e 

tiveram suas aortas descendentes cortadas. Com uma agulha fina, foram aplicados nos 

corações, mais especificadamente no ventrículo direito, entre as coronárias, 6 ml de salina e 

6 ml de formalina. Após a perfusão, os corações  foram retirados  e colocados em tubos 

Falcon contendo formalina 10% devidamente identificados por 24 horas. 
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Após a fixação em formalina 10% por 24 horas, os corações foram lavados 

durante 2 horas em água corrente. A torneira foi amarrada com gaze e os corações 

colocados em unicassetes devidamente identificados. Após a lavagem por 3 horas,  

os corações foram gelatinizados. 

Os unicassetes foram mergulhados primeiramente na gelatina (Sigma) 10% por 

2 horas em banho-maria. Em seguida, os unicassetes foram retirados  da gelatina 10% e 

colocados por 2 horas na gelatina 15% também em banho-maria. Após as duas horas na 

gelatina 15%, os unicassetes foram colocados na gelatina 25% overnight em banho-maria. 

A gelatina 25% foi utilizada para cobrir os unicassetes em um recipiente de 

plástico, e os mesmos foram colocados na geladeira por 3 horas. Após as 3 horas,  

os corações foram retirados dos unicassetes, recortados e colocados para fixação em 

formalina 10% por 24 horas.  

 

Protocolo 4 

Gelatinização das lâminas 

-Béquer co 150 ml de água destilada 

-0,75 g de gelatina(Sigma) 

-0,075g de KCr(SO4)2(Sigma) 

1- Dissolver  a gelatina à 70 graus Celsius e depois colocar o outro composto. 

2- Mergulhar as lâminas uma a uma e colocar para secar na estufa na vertical. 

3- No dia seguinte, retirar da estufa e guardá-las em papel alumínio. 

 

Protocolo 5 

Os corações gelatinizados foram cortados no criostato( HM 505 E Microm) 

para se obter 480µm da extensão total da base da aorta. Os cortes foram de 10µm cada, 

sendo que foram cortadas 6 lâminas de cada animal com 8 cortes em cada uma dessas 

lâminas.O processamento histológico e coloração dos cortes foram empregados como 

descrito por Paigen et al  em 1987. As lâminas foram gelatinizadas antes de receberem os 

cortes. 
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Os cortes dos corações foram corados com Oil Red O(Amresco) e contra 

corados com Light Green (Amresco) e Hematoxilina de Harris (Sigma), seguindo-se a 

bateria de corantes abaixo: 

1- Água- 1 minuto 

2- Água- 1 minuto 

3- Isopropanol 60%- 30 segundos 

4- Oil Red O-18 minutos 

5- Isopropanol 60%- 30 segundos 

6- Água- 1 minuto 

7- Água- 1 minuto 

8- Hematoxilina de Harris- 1 minuto 

9- Bluing Solution- 1 minuto 

10- Água-1 minuto 

11- Light Green- 30 segundos 

12- Água- mergulho 

13- Água- colagem da lamínula 

Após a bateria de coloração, foram coladas as lamínulas sobre os cortes com a 

gelatina cola. 
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Figura 10- Base da aorta.Lesões ateroscleróticas em vermelho e endotélio em verde  

(aumento de 20X). 

 

Gelatina-Cola (lâmina/lamínula) 

5 g de gelatina 

30 ml de água destilada 

3,5 ml de glicerina 

1,25 ml fenol 

Dissolver a gelatina na água destilada à 60 graus Celsius em banho-maria e 

colocar o fenol por último. 

 

Corantes 

OIL RED STOCK SOLUTION(0,4%) 

1 g de Oil Red Powder 

250 ml de álcool isopropílico 

Colocar em um bécker em banho-maria à 50 graus Celsius 
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OIL RED STAINNING SOLUTION(0,2%) 

250 ml de Stock Solution 

150 ml de água deionizada 

Mexer bem e deixar descansar por 7 minutos. Filtrar à vácuo e com filtro de 

papel. Bom por 3 horas. 

 

LIGHT GREEN STOCK SOLUTION(1%) 

    2g de Light Green Powder 

    198 ml de água deionizada 

    2ml de ácido acético glacial 

 

LIGHT GREEN STAINNING(0,25%) 

50 ml de Stock Solution 

150 ml de água Milli Q 

 

HEMATOXILINA DE HARRIS(2,4%) 

5g de Hematoxilina 

50 ml de álcool 95% 

100g de Sulfato de Alumínio e Potássio 

2,5g de Óxido de Mercúrio 

Dissolver a Hematoxilina no álcool e o Alúmen na água destilada com o auxílio 

de calor. Misturar as duas soluções e ferver o mais rápido possível. Remover da fonte de 

calor e juntar o Óxido de Mercúrio aos pouquinhos com cuidado, reaquecer até a fervura e 

contar um minuto. Afastar da fonte de calor e mergulhar em uma bacia com água e gelo 

imediatamente. Adicionar 4 ml de Ácido Acético, quando o corante estiver resfriado.  
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BLUING SOLUTION 

1 litro de água Milli Q 

40 g de MgSO4 

4 g de KHCO3 ou NaHCO3 

 

ISOPROPANOL 60% 

600 ml de isopropanol 

400 ml de água deionizada 

 

Protocolo 7 

As lâminas foram analisadas em um computador, com o software IMAGE PRO 

PLUS (Leika) que seleciona a área total das lesões ateroscleróticas coradas em vermelho. 

Foram escolhidos um corte por lâmina(6 cortes- 6 lâminas), sempre em todas as lâminas o 

corte de mesma localização podendo variar um para frente ou um para trás. As lesões foram 

contadas e somadas nos seis grupos. 

As lesões foram quantificadas como descrito por Rubin e colaboradores  em 

1991, utilizando-se o programa Image Pro Plus software (versão 3.0) para análise da 

imagem. As áreas de lesões foram expressas em x 106 µm2.  O equipamento para 

morfometria das áreas de lesão  é composto por um computador com o programa  

Image Pro Plus e uma câmera acoplada a um microscópio. Para a morfometria, as imagens 

obtidas pela câmera são analisadas. As áreas de lesões são obtidas pela seleção das mesmas 

com o “mouse” e a somatória dada pelo programa Image Pro Plus da Leika. 
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1- Caracterização do modelo 

O camundongo com deleção do receptor de LDL (LDLr-/-) utilizado no presente 

estudo foi desenvolvido por Ishibashi e Colaboradores em 1993 através de recombinação 

homóloga em células embrionárias de camundongos da cepa C57BL/6. Estes animais 

apresentam redução do clearance plasmático de VLDL, IDL e LDL. Como resultado,  

os níveis de IDL e LDL encontram-se aumentados cerca de 7-8 vezes nos camundongos 

LDLr-/- em relação aos LDLr+/+. Isso resulta em aumento de cerca de 2,5 vezes do 

colesterol plasmático em camundongos LDLr-/-. No entanto, diferente de humanos com 

hipercolesterolemia familiar que apresentam deficiência dos receptores de LDL, 

camundongos LDLr-/- adultos não apresentam evidências de aterosclerose ou xantomatose 

significativas espontâneas. 

As manifestações patológicas discretas dos camundongos LDLr-/- são 

atribuídas ao fato de que o colesterol plasmático destes animais não aumenta aos níveis 

observados em humanos, que chegam apresentar níveis de 600 a 1000 mg%  

(Goldstein e Brown,1989). Esta diferença é explicada pelo fato de que o camundongo 

produz no fígado dois tipos de apolipoproteína B, apoB-100 e apoB-48, sendo que ambas se 

incorporam às VLDL (Higuchi et al,1992) (Scott,1992), enquanto o fígado de seres 

humanos produz apenas a apoB-100. Em seres humanos e camundongos, as VLDLs dão 

origem a uma partícula de lipoproteína residual conhecida como IDL. Estas partículas são 

clareadas do plasma quase que inteiramente por receptores de LDL (Brown e 

Goldstein,1993) (Havel,1997). Em indivíduos com deficiência de receptores LDL,  

as IDL permanecem no plasma e são convertidas em LDL. 

O fígado de camundongos produz VLDLs com apoB-100 e apoB-48.  

Em seres humanos esta apoproteína é secretada apenas nos quilomícrons intestinais 

(Higuchi et al,1992) (Scott,1992). VLDLs com apoB-48, assim como os quilomícrons 

geram partículas remanescentes que podem se ligar a receptores LRP (receptor relacionado 

ao receptor de LDL) (Brown e Goldstein,1993). Remanescentes de quilomícrons e de 

VLDL que contêm B-48 são clareados do plasma rapidamente, mesmo quando o receptor 

LDL está ausente ou reduzido (Kita,1982) (Rubinsztein,1990). Sendo assim,  

em camundongos, remanescentes de quilomicrons e de VLDLs não dão origem a 
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quantidades significativas de LDL (Van't Hooft,1982). A capacidade de partículas de 

lipoproteínas que contêm apoB-48 de se ligarem aos receptores LRP é atribuída ao fato de 

as mesmas poderem aceitar grandes quantidades de apoE, que na verdade é o ligante do 

receptor LRP, assim como do receptor LDL. Em camundongos adultos ~70% da apoB 

hepática é do tipo B-48 (Ishibashi,1993) sendo esta, provavelmente, a razão pela qual os 

camundongos LDLr-/- apresentam alterações discretas da quantidade de LDL. 

Em contraste com os controles C57BL/6, camundongos LDLr-/- apresentam 

níveis de colesterol bastante elevados quando alimentados com quantidades relativamente 

modestas de colesterol e gorduras saturadas (Libby,2002). Dietas contendo 0.2% de 

colesterol e 10% de óleo de coco aumentam o colesterol sérico cerca de 3 vezes mais nos 

camundongos LDLr-/- que nos controles C57BL/6. Estes resultados indicam que os 

camundongos normais alimentados com colesterol têm receptores de colesterol em número 

suficiente para clarear a produção aumentada de VLDL que ocorre em conseqüência da 

dieta rica em colesterol e gorduras saturadas. Por outro lado, os camundongos LDLr-/- não 

podem clarear estas partículas. A capacidade que os camundongos normais têm de clarear 

grandes quantidades de lipoproteínas do plasma pode explicar a resistência ao 

desenvolvimento de aterosclerose e xantomatose induzida por dieta rica em colesterol. 

Em estudos nos quais a dieta oferecida continha 1,25% de colesterol, 

camundongos LDLr-/- desenvolveram todas as manifestações apresentadas por seres 

humanos homozigotos para hipercolesterolemia familiar em acompanhamento de cerca de  

6 meses. Com esta dieta oferecida por períodos prolongados os níveis de colesterol 

aumentaram cerca de 6 vezes(Ishibashi,1993). 

No presente  estudo, camundongos LDLr-/- foram alimentados com dieta com 

concentração de colesterol de 1,25%.  Como indicado no gráfico da Figura 11,  

os camundongos LDLR-/- alimentados com esta dieta por 15 dias apresentaram níveis de 

colesterol plasmático cerca de 3,2 vezes maior  que aqueles dos camundongos alimentados 

com dieta regular (694 vs 223 mg/dl, respectivamente). 
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Figura 11- Nível de colesterol plasmático em camundongos LDLR-/- alimentados com dieta normal 

ou comercial e com dieta hipercolesterolêmica ambas por 15 dias (Ishibashi,1993). 

        

Nos camundongos LDLr-/- utilizados no presente estudo, a avaliação da 

presença de lesões ateroscleróticas foi feita após quinze e trinta dias de dieta 

hipercolesterolêmica. Em geral os trabalhos que utilizaram este modelo avaliaram a 

presença de lesão aterosclerótica após períodos de meses em dieta hipercolesterolêmica 

(Paigen,1987). Nestes casos, as lesões são exuberantes e localizadas na raiz da aorta,  

óstio das coronárias, com a formação de placas xantomatosas nos folhetos da válvula 

aórtica.  Verificamos que após quinze dias de dieta os camundongos LDLr-/- apresentaram 

lesões microscópicas, mas consistentes nos folhetos da válvula aórtica e na raiz da aorta.  

Na figura 12, são mostrados exemplos representativos de fotomicrografias de amostras da 

raiz da aorta obtidas de camundongos LDLr-/- alimentados com   dieta 

hipercolesterolêmica por 30 (Fig 12A) e 15 dias (Fig 12B).  As amostras foram coradas 

com Oil Red O, que destaca a presença de células espumosas nas regiões de formação das 

lesões ateroscleróticas.  
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Figura 12- Lesão aterosclerótica em camundongo alimentado com dieta hipercolesterolêmica por 

30 dias( 12A ) e 15 dias (12B ) (aumento de 20X). 

 

Figura 13- Área de lesões ateroscleróticas em camundongos LDLr-/- alimentados com dieta 

hipercolesterolêmica por 15 dias e 30 dias. Os camundongos LDLr-/-  alimentados com 

dieta comercial não possuem formação de placas.  

 

O gráfico da Figura 13 indica a distribuição das áreas de lesão avaliadas por 

planimetria em 10 camundongos alimentados por 15 dias e 8 alimentados por 30 dias com 

dieta hipercolesterolêmica. Após 30 dias de dieta hipercolesterolêmica as lesões 
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apresentaram área média de 199 ± 30 contra 100 ± 10 µm2 x 106 daqueles alimentados com 

dieta hipercolesterolêmica por 15 dias. 

A aterosclerose em LDLr-/- é geralmente avaliada apenas períodos prolongados 

de dieta hipercolesterolêmica. Neste modelo animal  não há formação espontânea de lesão 

aterosclerótica, pois somente a deleção do receptor de LDL não faz com que circule lipídios 

suficiente para formação da mesma. Este camundongo  LDLr-/-, tem como background o 

animal C57BL/6 que também foi utilizado nos experimentos. Utilizamos a dieta 

hipercolesterolêmica por um período de até trinta dias de tratamento, pois constatamos que 

esses animais já possuem lesão com quinze dias de dieta rica em colesterol. 

 

2- Peso Corporal 

Os grupos de animais, tanto os de prevenção quanto os de tratamento foram 

pesados um dia antes de começarem a se alimentar com a dieta HC e no final no dia do 

sacrifício dos mesmos. Constatamos nos dois tratamentos que os animais perderam peso 

significante em relação ao início dos tratamentos, com exceção do grupo de animais do 

tratamento com veículo  que observamos em alguns animais a manutenção e aumento de 

peso corpóreo (Figuras 14 e 15)  
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2.1- Prevenção  
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Figura 14- Peso corporal do animais.I(peso inicial: no dia 1 de tratamento), F (peso final: no dia 15 

de tratamento). CT(HC 15 dias), VH(veículo por gavagem com dieta HC)  

e DMA(DMA por gavagem diluído em veículo com dieta HC). 

 

2.2- Tratamento 
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Figura 15- Peso corporal do animais.I(peso inicial: no dia 1 de tratamento), F (peso final: no dia 30 

de tratamento). 
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3- Triglicérides e colesterol plasmático 

3.1- Triglicérides 

As medidas  foram  baseadas na quantidade normal de triglicérides no plasma 

(+ ou – 70mg/dl). Com isso os resultados demonstraram que o tratamento com o DMA nos 

dois grupos  aumenta o nível sérico de triglicérides no plasma em comparação ao grupo CT 

(figura 15) 

 

Figura 16- Nível de triglicérides plasmático nos animais controle, alimentados com dieta comercial 

(CT), HC (dieta hipercolesterolêmica) por 15 e 30 dias, VH (veículo por gavagem com 

dieta HC) por 15 e 30 dias e DMA (DMA diluído em veículo com dieta HC)  

por 15 e 30 dias. 

 

3.2- Colesterol 

    As medidas foram baseadas na quantidade normal de colesterol no plasma 

(+ ou – 200mg/dl). Com isso os resultados demonstraram que o tratamento com o DMA 

nos dois grupos aumenta o nível sérico de colesterol no plasma  em comparação ao grupo 

CT. 
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CT= DIETA CHOW 

 

Figura 17- Dosagem do colesterol plasmático nos grupos CT( dieta chow ou comercial), HC 15 e 

30 dias, VH  prevenção e tratamento e DMA prevenção e tratamento. 

 

Após a mensuração do colesterol plasmático, fizemos a mensuração do 

colesterol fracionado, sendo que os resultados demonstraram um aumento da concentração 

de HDL plasmático em animais tratados com o composto DMA. 
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Figura 18- Nível de HDL plasmático nos animais HC 30d ( dieta HC 30 dias), VH tratamento e 

DMA tratamento. 
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4- Área de lesão 

Efeito do composto quinazolínico DMA sobre a área de lesão aterosclerótica na 

base da artéria aorta de camundongos LDLr-/-. 

 

4.1- Prevenção 

As áreas de lesão foram medidas nos três grupos:CT(dieta HC  

15 dias),VH(dieta HC 15 dias + VH gavagem) e DMA(dieta HC 15 dias +DMA gavagem). 

Os resultados demonstraram que houve uma diminuição na área de lesão do grupo VH em 

relação ao grupo CT e uma diminuição significativa da área de lesão do grupo DMA em 

relação ao grupo CT. A dose utilizada do composto foi de 30mg/kg. 

 

A GAVAGEM FOI INICIADA CONCOMITANTEMENTE À DIETA HC. 
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Figura 19- Base da artéria aorta.O grupo controle foi alimentado com dieta Chow por 15 dias.  

O grupo VH foi alimentado com dieta hipercolesterolêmica por 15 dias e gavado por 

15 dias com o veículo. O grupo DMA foi alimentado com dieta hipercolesterolêmica 

por 15 dias e gavado por 15 dias com DMA diluído em veículo. 

(azul-endotélio/vermelho-placa aterosclerótica) (aumento de 20X). 
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Figura 20- Área de lesão aterosclerótica nos animais no tratamento preventivo(HC 15 dias,  

VH 15 dias e DMA 15 dias). 

 

4.2- Tratamento 

As áreas de lesão foram medidas nos três grupos:CT(dieta HC 30 dias), 

VH(dieta HC 30 dias + VH) e DMA(dieta HC 30 dias + DMA). Os resultados 

demonstraram que houve uma diminuição substancial da área de lesão do grupo DMA em 

relação ao grupo CT. A dose utilizada do composto foi de 30mg/kg. 

 

A GAVAGEM FOI INICIADA NO DÉCIMO SEXTO DIA DE DIETA HC. 

 

Figura 21- Área  de lesões ateroscleróticas no tratamento com DMA (HC 30 dias, VH 15 

dias+dieta, DMA 15 dias+dieta). 
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Os resultados deste estudo mostraram evidências de que o tratamento com o 

composto quinazolínico DMA atenua a aterosclerose induzida por dieta 

hipercolesterolêmica em camundongos LDLr-/-. Este efeito foi observado tanto quando o 

tratamento foi aplicado de forma preventiva como quando foi aplicado em camundongos 

com lesões pré-estabelecidas. Outro resultado importante do tratamento com DMA,  

com possíveis implicações no seu efeito sobre as placas ateroscleróticas, foi o aumento dos 

níveis séricos de HDL observado nos camundongos que receberam o composto e foram 

alimentados com dieta hipercolesterolêmica, em comparação com os camundongos que 

foram tratados com veículo apenas. De maneira geral, estes resultados indicam ser o DMA 

um potente agente anti-aterogênico, com potencial para aplicações na prevenção,  

bem como no tratamento secundário da aterosclerose. 

 

Modelo de Aterosclerose 

A proposta de que os efeitos anti-aterogênicos do DMA observados no presente 

estudo tem potencial para ser aplicado no tratamento da aterosclerose, tem suporte no fato 

de que o modelo de aterogênese do camundongo LDLr-/- reproduz vários dos mecanismos 

patogenéticos da doença natural em seres humanos. 

Nosso entendimento atual é que o desenvolvimento das placas de aterosclerose 

resulta do acúmulo de LDL na íntima das artérias, seguido de diapedese de leucócitos, 

formação de células espumosas, proliferação de células musculares lisas e proliferação de 

tecido conjuntivo (Hansson, 2005; Ross, 1999; Lusis, 2002). 

Remonta às primeiras décadas do século passado, a idéia de que o 

desenvolvimento das lesões ateroscleróticas está associado ao excesso de lípides 

circulantes, particularmente do colesterol (Ignatowski, 1908). A doença natural em seres 

humanos é multifatorial, sendo influenciada por fatores de origem genética ainda pouco 

conhecidos e fatores adquiridos como dislipidemias, diabetes e inflamação sistêmica 

crônica (Lusis, 2002). No entanto, está bem estabelecida a associação entre 

hipercolesterolemia e aumento da concentração sérica de lipoproteína de baixa densidade 
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(LDL - hiperlipoproteinemia) e a incidência de aterosclerose e/ou de suas consequências 

clínicas como infarto do miocárdio e acidente vascular cerebral (Lusis, 2002). 

Hiperlipoproteinemias podem ocorrer em conseqüência de excesso de síntese ou deficiência 

na remoção e metabolização de LDL. São conhecidas várias formas de 

hiperlipoproteinemias de origem genética, tanto monogênicas como poligênicas.  

No entanto, as hiperlipoproteinemias mais comuns são as secundárias que acompanham 

outras doenças como o diabetes, insuficiência renal, alcoolismo, hipotiroidismo e 

obesidade. É importante salientar que o conhecimento das formas genéticas de 

hiperlipoproteinemias, apesar de raras, permitiram grandes avanços no entendimento da 

aterogênese e forneceram a base para o desenvolvimento de modelos de camundongos 

geneticamente modificados utilizados largamente nos dias de hoje em estudos de 

mecanismos de aterogênese. 

Pacientes com hipercolesterolemia familiar representam um dos exemplos mais 

ilustrativos da capacidade de hipercolesterolemia e hiperlipoproteinemia de induzir o 

aparecimento de aterosclerose. Nesta doença, os níveis plasmáticos de colesterol e LDL  

são bastante elevados devido à ausência ou disfunção dos receptores de LDL. 

Normalmente, a ligação do LDL ao seu receptor ocorre supressão da atividade da enzima 

HMG-CoA-redutase que é o passo limitante da síntese endógena de colesterol no fígado e 

outros tecidos, o que resulta em controle adequado dos níveis circulantes de colesterol e 

LDL. Em indivíduos com hipercolesterolemia familiar o fígado e os demais tecidos 

continuam a produzir grandes quantidades de colesterol em conseqüência da ausência de 

supressão da síntese endógena. Nesta situação a aterosclerose se desenvolve precocemente 

levando rapidamente ao estabelecimento de lesões ateroscleróticas obstrutivas. 

A hipercolesterolemia causa alteração focal do endotélio das artérias de grande 

e médio calibre. Este fenômeno parece ser permissivo para a infiltração de LDL na parede 

das artérias, sendo que a retenção destas macromoléculas na camada íntima inicia uma 

resposta inflamatória local (Skalen et al, 2002;Leitinger, 2003). A modificação dos 

complexos lipoprotéicos das LDL retidas na íntima, devida a sua oxidação ou ataque 

enzimático, leva à liberação de fosfolípides que podem produzir alterações das células 
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endoteliais caracterizadas pelo aumento da expressão de moléculas de adesão e genes  

pró-inflamatórios (Dai  et al, 2004).   

Camundongos são, em geral, resistentes ao desenvolvimento de aterosclerose, 

principalmente devido a peculiaridades do metabolismo de lípides (Trogan et al, 2004). 

Nesta espécie, a maior parte do colesterol é transportado na fração de lipoproteínas de alta 

densidade (HDL), que sabidamente protegem contra o desenvolvimento de aterosclerose, 

sendo relativamente baixas as concentrações de VLDL e LDL (Trogan et al, 2004).  

Isto se deve ao fato de que o fígado murino tem alta capacidade de clearance de LDL,  

o que contribui para manter os níveis de colesterol em níveis relativamente baixos em 

relação àqueles observados em seres humanos (Trogan et al, 2004). 

O camundongo LDLr-/- foi concebido como um modelo para estudo da 

hipercolesterolemia familiar e, de fato, reproduz diversas características da aterogênese 

natural observada em seres humanos, sendo, nos dias de hoje o modelo murino mais 

frequentemente utilizado no estudo dos efeitos da dieta na aterosclerose. Comparados com 

o tipo selvagem da cepa C57BL/6, camundongos LDLr-/- alimentados com dieta regular 

exibem elevados níveis de LDL e colesterol e desenvolvem lesões ateroscleróticas 

lentamente (Sehayek et al,2001; Moore e  Kawashiri,2003). Contudo, a adição de  

colesterol à dieta resulta em expressivo aumento dos níveis de VLDL e de LDL, juntamente 

com desenvolvimento de lesões ateroscleróticas avançadas em cerca de 2 a 3 meses 

(Ishibashi et al, 1994). Em acordo com estes resultados, no presente estudo encontramos 

aumento expressivo do colesterol (4 vezes e 2 vezes respectivamente) e triglicérides (25%) 

após 15 e 30 dias de dieta hipercolesterolêmica. 

As lesões no modelo de camundongos LDLr-/- iniciam-se na base da aorta, mas 

evoluem para atingir grande parte da mesma e seus ramos principais, sendo que as lesões 

progridem do acúmulo de células espumosas em estrias gordurosas para placas  

fibro-proliferativas com núcleos lipídio/necróticos, semelhante ao espectro de lesões 

observados na doença aterosclerótica em seres humanos (Reardon et al, 2003). 

Neste modelo, também é encontrada disfunção endotelial, expressão de 

moléculas de adesão e pró-inflamatórias, acúmulos de LDL oxidada na parede dos vasos e 

elevados títulos de auto-anticorpos para epítopos da LDL oxidada e este aumento,  
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assim como na doença natural dos seres humanos, se correlaciona com a extensão da 

aterosclerose (Palinski  et al, 1995). Além disso, esses animais em poucos dias de indução 

por dieta hipercolesterolêmica, possuem uma grande capacidade de formação de placas 

ateroscleróticas(Krieger et al, 2006). 

O modelo LDLr-/- também tem sido utilizado para o estudo dos efeitos de 

agentes farmacológicos anti-aterogênicos já avaliados no tratamento de pacientes.  

Por exemplo, o tratamento de camundongos LDLr-/- com estatinas tem permitido constatar 

a prevenção e regressão da aterosclerose experimental, mas também, decifrar possíveis 

mecanismos envolvidos no efeito anti-aterogênico daqueles compostos (Kawak et al, 2003). 

Portanto, o uso deste modelo poderá, em estudos futuros que utilizem o tratamento com 

DMA, indicar novos mecanismos não suspeitados, envolvidos na aterogênese.  

Um aspecto importante dos nossos resultados foi a indicação de que o DMA 

pode ser efetivo não apenas na prevenção primária da aterogênese, mas também no 

tratamento secundário de lesões já estabelecidas. Esta conclusão teve base no fato de que 

camundongos LDLr-/- alimentados previamente com dieta hipercolesterolêmica por 15 dias 

e tratados com DMA por mais 15 dias, e mantidos em dieta hipercolesterolêmica 

apresentaram dimensões das placas ateroscleróticas significativamente menores do que 

camundongos LDLr-/- que receberam a dieta por 15 ou 30 dias e foram tratados com o 

veículo. Esta possibilidade é estimulante, já que as evidências de regressão da aterosclerose 

são ainda escassas e a procura por agentes farmacológicos que eficazmente reduzam as 

dimensões e complicações de placas ateroscleróticas sendo o foco de grande esforço na 

pesquisa em aterosclerose. 

Neste contexto é preciso salientar que, apesar de os dados indicativos de que o 

DMA possa atuar no tratamento secundário da aterosclerose no modelo de camundongo 

LDLr-/-, são ainda necessários estudos que avaliem a involução das placas de aterosclerose 

in vivo, já que nosso estudo, realizado com exames morfométricos post-morten,  

não permitiram o acompanhamento do curso temporal do efeito do DMA. 

Portanto, de maneira geral, o modelo utilizado neste estudo preenche vários 

requisitos para o estudo da aterogênese, bem como para testes de agentes farmacológicos 

com propriedades antiaterogênicas, sugerindo que nossos resultados com o DMA podem 
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dar suporte ao uso deste tipo de composto no tratamento de indivíduos com aterosclerose 

primária e secundária.    

 

Mecanismo de Ação 

Os resultados que demonstraram mudança no perfil das lipoproteínas séricas, 

com aumento da concentração plasmática de HDL sugerem que o efeito anti-aterogênico do 

DMA pode ser relacionado a uma ação primária ou secundária no metabolismo de 

lipoproteínas. De fato, aumento nos níveis circulantes de HDL se associam com proteção 

ao aparecimento da aterosclerose e também regressão de lesões estabelecidas (Parolini et al, 

2005). De acordo com esta idéia, estudos anteriores em camundongos sugeriram que o 

aumento dos níveis de HDL não bloqueiam a formação da lesão aterosclerótica mas age 

apenas na sua regressão (Desumont et al, 2000). 

No entanto, os resultados do nosso estudo não esclareceram quais os 

mecanismos responsáveis por este efeito do DMA no perfil lipídico. Neste contexto,  

é preciso salientar que os derivados anilinoquinazolínicos foram inicialmente idealizados e 

sintetizados (Fry et al, 1994; Rocco et al, 2004) como inibidores de tirosino quinases.  

Estes compostos orgânicos sintéticos guardam algum grau de homologia com o ATP e 

foram propostos inicialmente como antagonistas de tirosino-quinases que são moléculas de 

sinalização com diversas funções celulares. Assim, na aterogênese, vale mencionar que 

receptores de fatores de crescimento como PDGF, VEGF e IGF são tirosino quinases e 

contribuem para função de fibroblastos, células endoteliais, leucócitos, células musculares 

lisas, plaquetas e fibroblastos, todas com potencial envolvimento na aterogênese. A inibição 

de tirosina quinases pode, como conseqüência, influenciar diversos aspectos da 

aterogênese. Há na literatura, indicações de que inibidores de tirosino-quinases podem 

exercer efeitos pró ou anti-aterogênico, dependendo do modelo experimental utilizado e da 

especificidade do inibidor. Os receptores de tirosina kinases são glicoproteínas  

transmembrânicas ativadas por peptídeos específicos (fatores de crescimento) e mantém a 

função da proteína tirosina quinase que cataliza a transferência do fosfato de ATP para os 

resíduos de substratos de proteínas tirosina, envolvidos em funções celulares como a 
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proliferação, diferenciação, migração ou apoptose (Hubbard e Till ,2000). Os receptores 

(EGFR, PDGFR) possuem um papel crucial na regulação da proliferação celular e sua 

sobrevivência. Sua expressão é baixa em vasos normais, aumentando em lesões 

ateroscleróticas, devido ao aumento da expressão de seus ligantes (Ross, 1993).  

A ativação do PDGFR pode estimular a migração e proliferação de células musculares lisas 

e na área da íntima do vaso, e sintetizar moléculas da matriz na formação da capa fibrosa 

(Pompili et al, 1995). PDGF está muito expresso em lesões ateroscleróticas,  

sendo considerado um mecanismo de reparo, contrabalanceando a apoptose de células 

musculares lisas induzidas por lesão local e prevenindo a ruptura de placa e eventos 

subsequentes de trombose (Waltenberger, 1997). Por outro lado, o PDGF pode participar da 

proliferação celular que ocorre nas áreas ateroscleróticas sendo importante no 

desencadeamento da restenose (Pompili  et al,1995). 

Experimentos feitos em nosso laboratório, demonstraram que um dos 

mecanismos do composto poderia ser  de inibição da adenosina kinase, aumentando a 

biodisponibilidade de adenosina em animais que receberam o composto DMA por via oral 

(Marin e Franchini, 2005). 

Estudos recentes indicaram que a adenosina, agindo nos receptores A2A,  

pode inibir a inflamação. Estes receptores são encontrados na maioria das células 

provenientes da medula óssea (Linden, 2005). A resposta celular parece ser mediada 

predominantemente pelo AMP cíclico e resulta na  diminuição de TNFαliberado pelos 

monócitos (Link et al,2000), redução da ativação plaquetária (Lappas et al,2005) e inibição 

da oxidação de neutrófilos (Fredholm et al,1996). Além do mais, estas respostas previnem  

a liberação de citocinas pró-inflamatórias e radicais de oxigênio, previnem a ativação das 

células endoteliais, e diminuem a oclusão microvascular (Linden ,2005). Ohta e Sitkovsky 

em 2001, demonstraram que a adenosina está fisiologicamente envolvida na ativação das 

células imunes e na proteção tecidual na inflamação aguda in vivo. A adenosina 

extracelular acumulada em áreas inflamadas com danos na microcirculação, diminui o 

suprimento sanguíneo e a tensão da baixa taxa de oxigênio (Sitkovsky, 2003). 

Estudos realizados em nosso laboratório, ainda não publicados indicam que o 

aumento de adenosina induzido por DMA reduz a atividade de células inflamatórias em 

modelo de peritonite por tioglicolato, efeito este acompanhado por redução nos níveis 
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locais e circulantes de citocinas pró-inflamatórias. Por outro lado, em macrófagos isolados 

em cultura demonstramos que a adenosina e o DMA promovem a redução da expressão do 

fator de transcrição pró-inflamatório NF-kB, sugerindo que o efeito anti-inflamatório do 

DMA está, provavelmente ligado à ação da adenosina nas células inflamatórias.  

A hipercolesterolemia pode ser a causa direta ou indireta da disfunção cardíaca. 

Os efeitos diretos dos altos níveis de colesterol são associados com mudanças nas 

atividades das enzimas do sarcolema cardíaco como, por exemplo, a ATPase  

(Saini et al,2004). Além do mais, colesterol alto induz mudanças de composição, estruturais 

e funcionais nas células musculares lisas das artérias que participam na progressão da 

aterosclerose (Chen  et al, 1995) (Tulenko et al,1998). A disfunção endotelial mediada pela 

redução da síntese e aumento da destruição do óxido nítrico (NO), um agente vasodilatador, 

também tem sido vista em resposta aos altos níveis de colesterol (Saini et al, 2004).  

Por outro lado, os efeitos indiretos do colesterol estão ligados à conversão ao LDL oxidado, 

o qual é visto como o maior estimulante da proliferação de células musculares lisas, adesão 

e migração de monócitos assim como a formação de células espumosas  

(Berliner e Heinecke, 1996). 

Apesar de termos demonstrado o efeito anti-aterogênico do DMA,  

não realizamos estudos aprofundados no sentido de esclarecer os mecanismos pelos quais o 

DMA reduz a aterosclerose no modelo de camundongo LDLr-/-. 
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Os resultados deste estudo indicam que o DMA é eficaz no tratamento 

preventivo bem como no tratamento de lesões estabelecidas no modelo de aterosclerose 

induzida por dieta hipercolesterolêmica em camundongos LDLr -/-. Tendo em vista que,  

o DMA por inibir a atividade da adenosina quinase, aumenta a biodisponibilidade da 

adenosina nos tecidos, o efeito anti-aterogênico do DMA resulta, presumivelmente,  

da ação anti-inflamatória da adenosina.  
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