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RESUMO




Objetivo: este estudo teve como objetivo detectar o efeito da rosuvastatina sobre os lipides
plasmaéticos, peroxidagdo lipidica, colesterol tecidual e disfun¢do endotelial e comparar
seus efeitos com a atorvastatina em coelhos hipercolesterolémicos. Métodos: Quarenta
coelhos machos da raca Nova Zelandia foram distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos: Grupo Hipercolesterolémico (GH), Grupo ndo Hipercolesterolémico (GN), Grupo
Atorvastatina (GA) e Grupo Rosuvastatina (GR) (N = 10). Todos os animais foram
alimentados com dieta complementada com gordura de coco 10% e colesterol 0,5% por 45
dias e dgua a vontade. Apds 15 dias amostras de sangue foram colhidas dos grupos através
de punc¢do venosa para determinacdo do colesterol plasmadtico total. A rosuvastatina era
administrada por gavagem, na dose de 2,5 mg/dia/animal e a atorvastatina na dose de 10
mg/dia/animal aos Grupos GR e GA. No final do experimento, novas amostras de sangue
foram colhidas para determinagcdo do colesterol total e isolamento de LDL. Os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical, era realizada Toracotomia, a aorta era
removido e preparado anéis de Smm para o estudo da fun¢do endotelial, medindo colesterol
tecidual, MDA na parede da aorta e LDLs. Os resultados foram comparados por métodos
estatisticos ndo - paramétricos. Resultados: Ao analisar os resultados deste trabalho,
podem ser observadas redugdo dos niveis de CT, 44,1% e 66%, TG 53,16%, 23,11%, LDL
53% e de, 40,68%, e um aumento de 17,23%, 36,98% do HDL e uma melhora na fungdo
endotelial de 33,09%, 22,37%, respectivamente, em relacdo a comparagdao GA e GR. Com
o GH. Conclusao: Os resultados mostraram que rosuvastatina e atorvastatina foram
equivalentes na reducdo das susceptibilidades de LDL de sofrer peroxida¢do, diminuindo o

colesterol tecidual e melhorando a fun¢ao endotelial.
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ABSTRACT




Objective: The aim of this study was to detect the effect of the rosuvastatin on plasmatic
lipids, lipidic peroxidation, tissuel cholesterol, and endothelium disfunction and to compare
its effect with the atorvastatin in hypercholesterolemic rabbits. Methods: Forty male New
Zealand white rabbits  were randomized in Four Groups: Group Hypercholesterolemic
(GH), Group No Hypercholesterolemic (GN), Group Atorvastatin (GA) and Group
Rosuvastatin (GR). (N=10). All the animals were fed with diet supplemented with fat of
coconut 10% and cholesterol 0.5% w/w per 45 days. After 15 days samples of blood were
removed from the groups through venous punction for total plasmatic cholesterol
determination. Then the rosuvastatin was managed by gavage, in the dose of 2,5mg and
Atorvastatin in the dose of 10mg per day to each animal of Groups GR. and GA. In the end
of the experiment, new samples of blood were removed for determination of the cholesterol
and isolation of LDL. The animals were sacrificed by displacement of the cervical column.
Medium Toracotomia was carried out and the aorta was removed for ring preparation for
study of the endothelium function, measured of tissue cholesterol, MDA in the wall of aorta
and LDLs. The results were compared by not-parametric statistical methods. Results:
When analyzing the results of this work, a reduction in the CT levels can be observed, of
44.1% and 66%, TG 53.16%, 23.11%, LDL 53% and of, 40.68%, and an increase of
17,23%, 36.98% of HDL, 33.09%, 22.37% in the endothelium function respectively for the
compared GA and GR. with the GH. Conclusion: The results have shown that rosuvastatin
and atorvastatin were equivalent in reducing the susceptibilities of LDL to suffer
peroxidation, in decreasing the tecidual cholesterol and improving the endothelium

function.
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Os estudos epidemioldgicos pioneiros com mais de 40 anos de duracao,
realizados na cidade de Framinglam (EUA), possibilitaram demonstrar que a doenca
aterosclerotica coronariana possue intima relagdo com a hipercolesterolemia, sendo que,
para valores progressivamente mais elevados de colesterol, correspondiam riscos

proporcionalmente maiores (Kannel et al.,1979).

Hoje encontra-se comprovado que a hipercolesterolemia ¢ um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento precoce da aterosclerose resultante do aumento da
lipoproteina de baixa densidade, LDL, (Carlson & Bottinger, 1985) e, também, €&
amplamente aceito que a oxidacdo da LDL tem um papel relevante na aterogénese

(Goldstein et al., 1979).

7z

A aterosclerose € uma doenca progressiva caracterizada pelo espessamento
focal da intima, gerando numerosas investigacOoes sobre os mecanismos fisiologicos e
bioquimicos envolvidos na patogénese desta doenga e, ainda ndo definiram conclusdes para
todos os mecanismos envolvidos na aterogénese. A hipdtese mais aceita € que a
aterosclerose € uma resposta imunoinflamatéria da intima arterial, com resposta a injuria,

ocasionadas por vérios fatores, entre eles, a hipercolesterolemia (Davies e Woolf.,1993).

A aterosclerose € caracterizada histologicamente pela proliferacio de
macréfagos, células musculares lisas e acumulo de colesterol na intima arterial,
desenvolvendo-se em vdrias etapas. Inicialmente, ocorre formacdo de faixas ou linhas de
gorduras na intima arterial, caracterizadas pelo actimulo de colesterol no interior dos

macréfagos transformando-se em células espumosas. (Steinberg et al.,1989),

Posteriormente, as faixas de gorduras, acrescentam-se fibroses e diferentes tipos
celulares, que incluem os macréfagos e linfocitos T, células musculares lisas e fibroblastos,

constituindo as placas ateroscleroticas.

Na fase de formacdo da placa aterosclerdtica hda um maior recrutamento de
macréfagos, porém, em animais € em humanos normocolesterolémicos, estes possuem
poucos receptores para LDL e, ocasionalmente, aderem-se ao endotélio arterial e penetram
na intima, se diferenciam, transformando-se em macréfagos residentes (Yia-Hertuala et

al.,1989; Witzum,1993).

Introdugdo
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1.1- Metabolismo das Lipoproteinas Plasmaticas

Os principais lipideos do organismo sdo: esterdis, triacilglicerois, fosfolipideos
e 4cidos graxos moléculas insoliveis ou parcialmente soliiveis no meio aquoso plasmaético,
que devem ser transportadas na forma de complexas estruturas de tamanho e densidade
variaveis, as chamadas lipoproteinas. As lipoproteinas contém um nicleo hidrofébico onde
concentram-se ésteres de colesterol e triacilglicerdis, envolvidas por uma camada de
fosfolipideos, colesterol livre e proteinas denominadas apolipoproteinas (apo), as quais
mantém a sua estabilidade e solubilidade. As apolipoproteinas sdo classificadas em quatro
grupos principais designadas pelas letras A, B, C e E. Elas sdo importantes para a
solubilizacdo dos lipideos bem como para a regulacdo do seu metabolismo, atuando como
co-fatores de enzimas e mediando a interacdo das lipoproteinas com receptores celulares,
responsaveis pela remog¢do das particulas lipidicas do plasma (Brown et al.; 1981). Diferem
entre si sob vdrios aspectos: peso molecular, solubilidade em meio aquoso, atividade

bioldgica e reconhecimento por receptor.

As lipoproteinas apresentam no plasma amplo espectro de tamanho, densidade
e carga elétrica. Assim, podemos identificd-las em cinco principais classes, além de varias
subfracdes, de acordo com as suas densidades: quilomicrons (QM), com densidade menor
que 0,95 g/ml; lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), com densidade menor do
que 1,006 g/ml; lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), com densidade entre 1,006
e 1,019 g/ml, LDL com densidade entre 1,019-1,063 e as lipoproteinas de alta densidade
(HDL), com densidade entre 1,063 e 1,210 g/ml (Gotto et al.; 1986).

Os quilomicrons e as VLDLs constituem-se principalmente de triacilglicerdis
(84% e 55%) e pequenas porcentagens de colesterol (7% e 20%), fosfolipideos (7% e 18%)
e apolipoproteinas (2% e 8%). As IDLs, remanescentes das VLDLs, possuem
aproximadamente 33% de triacilglicerdis e 33% de colesterol. As LDLs sdo constituidas
principalmente de colesterol (48%) sendo 38% em ésteres de colesterol. As HDLs contém
em torno de 50% de proteinas, 25% de fosfolipideos, 20% de colesterol e apenas tracos de

triacilglicerdis (Mills e Lane.; 1984).

Introdugdo
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Cada lipoproteina apresenta determinada apolipoproteina. A apolipoproteina
A-I é o principal componente das HDLs, estando presente também nos QM, VLDL e seus
remanescentes, mas ndo é encontrada nas LDLs. E sintetizada no figado e intestino e sofre
alteracdes intracelulares antes de atingir o plasma (GORDON et al.; 1982). A apo A-I ativa
a enzima lecitina-colesterol-aciltransferase (LCAT) que € responsavel pela esterificacao do
colesterol no plasma (Kostner et al.; 1987). A apo A-II e a apo A-IV sdo encontradas na
HDL, mas em menores concentracdes que a apo A-I; suas fungdes sdo pouco conhecida

(Brewer et al.; 1988).

A apo B esta presente nos QM, VLDL, IDL e LDL. Existem dois tipos
principais de apo B que se originam de um mesmo gene; a apo B-100, de 512 KDa de peso
molecular, € sintetizada no figado e esta presente nas LDL, VLDL e IDL, enquanto que a
apo B-48 (241 Kda de peso molecular) € sintetizada somente no intestino e estd presente
nos QM e seus remanescentes (Kane, 1983). A Apo B-48 compreende a porgao
aminoterminal da apo B -100. Sua biossintese no intestino € regulada pela troca de um

unico nucleotideo do c6don 2353 do mRNA que codifica a apo B.

A apo C apresenta vdrias subclasses (C-I, C-II, C-III) que estdo presentes na
superficie de QM, VLDL e HDL e deslocam-se facilmente entre as lipoproteinas. A apo C-I
ativa a LCAT, enquanto que a apo C-II é ativadora da lipoproteina lipase. A apo C-III tem
papel antagonista ao da apo C-II, sendo sua principal acdo, inibir a lipoproteina lipase

(Schaeffer et al.; 1985).

A apo E tem vdrias isoformas, resultantes da expressdo de trés genes alelos
possibilitando identificar trés fen6tipos homozigéticos: E 4/4, E 3/3, E 2/2 e trés
heterozigdticos: E 4/3, 4/2, E 3/2. Nos hepatdcitos hd dois tipos de receptores que
reconhecem a apo E; o receptor B/E (denominado receptor da LDL) que capta as
lipoproteinas contendo apo B-100 e apo E e o receptor E (denominado LRP-LDL Receptor
Related Protein) que reconhece somente a apo E das lipoproteinas. Dessa forma, toda

lipoproteina contendo apo E tem duas vias de entrada no hepatdcito (Driscoli e Gets, 1984).

Introdugdo
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1.2- Metabolismo de Quilomicrons

O transporte de gordura de origem alimentar (aproximadamente 120 g de
triacilglicerdis e 500 mg de colesterol por dia) € feito pelos quilomicrons. Estas particulas,
compostas principalmente por triacilglicerdis, sdo sintetizadas no reticulo endoplasmético
das células da mucosa intestinal e migram para o complexo de Golgi para serem
posteriormente liberadas por exocitose na linfa mesentérica (Havel e Hamilton, 1988). Os
quilomicrons sdo transportados via ducto tordcico até a circulacao sist€émica, onde ocorrem
trocas de apolipoproteinas e lipideos HDL. A Apo A ¢ transferida dos quilomicrons para

HDL, enquanto que apo E e apo C da HDL para os quilomicrons.

O metabolismo dessas particulas ocorre em duas etapas. Na primeira, os
triacilglicerdis dos quilomicrons sdo removidos da circulagcdo, a medida que passam pelos
capilares dos tecidos periféricos, através da acdo lipolitica da enzima lipoproteina lipase,
cujo co-fator € a apo C-II. A enzima lipoproteina lipase, aderida a superficie endotelial dos
vasos sanguineos, ¢ a responsavel pela hidrélise dos triacilglicerdis, liberando &cidos
graxos livres, os quais se ligam a albumina plasmética para serem distribuidos aos tecidos
adiposo, hepdtico e muscular (Scow et al.; 1980). A utilizacdo dos acidos graxos depende

da atividade fisica, como também da competi¢do com a glicose do plasma.

A perda do volume dos quilomicrons, decorrente da hidrdlise dos
triacilglicerdis (mais de 95%), promove um rearranjo dos componentes da lipoproteina,
favorecendo a incorporacdo de apo E e, ao mesmo tempo, a saida de fosfolipideos,

colesterol livre e apolipoproteinas C e A, que podem retornar a HDL (Eisenberg, 1984).

A segunda etapa do metabolismo compreende captacdo e degradagao hepética
dos quilomicrons remanescentes (com teor de colesterol relativamente enriquecidos). A
ligacdo entre a particula remanescente e seu local de remog¢do no hepatdcito € dependente
da interacdo entre apo E e o receptor celular especifico, denominado receptor de particulas
remanescentes ou receptor E, como também da presenca da lipoproteina lipase na particula.
A apo B-48 tem apenas func¢do estrutural na particula remanescente, ndo sendo reconhecida

pelos receptores (Havel, 1986).
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1.3- Metabolismo das VLDL

A producdo de gordura enddgena de triacilglicerdis € feita pelo figado e
liberada na corrente sanguinea através da VLDL. Os triacilglicerdis sdo formados a partir
da esterificacdo do glicerol por &4cidos graxos captados, principalmente da corrente
sangiifnea, ou sintetizados no proprio 6rgdo ou, ainda, do colesterol proveniente da
captacdo de lipoproteinas. Os mesmos se associam a apo B-100, produzida no hepatdcito,
formando-se assim a VLDL, no reticulo endoplasmdtico. A disponibilidade de
triacilglicerdis sintetizados determina o tamanho da VLDL, fato que pode ter papel
importante no processo de aterogénese. O catabolismo inicial da VLDL depende da
lipoproteina lipase hepdtica para ser convertida em IDL (proteina de densidade
intermedidria) ou VLDL remanescente, as quais, na circulacio serdo convertidas em LDL,

persistindo no plasma de 2 a 3 dias (Myant, 1990).

No jejum, os triacilgliceréis transportados no plasma provém, quase
exclusivamente, da sintese hepatica de VLDL, a partir do aporte de acidos graxos livres do

plasma.

A principal fonte fisiologica de 4acidos graxos livres € a hidrolise de
triacilglicerdis no tecido adiposo, uma vez que ndo existem quilomicrons no plasma nesta

fase.

No plasma, as apo A, apo C e apo E, provenientes da HDL, sdo transferidas
para a VLDL, regulando as etapas de metabolizacdo pelo figado, que se assemelham

aquelas descritas para os quilomicrons (Gotto et al.; 1986).

A conversdo das VLDL em particulas mais densas € consequéncia da hidrolise
dos triacilglicer6is mediada pela enzima lipoproteina lipase. Em condi¢des normais, uma
parte dos remanescentes, denominadas IDL, é removida rapidamente pelo figado, através
do receptor B-E, ou receptor de LDL. No entanto, a maior parte de IDL continua em
circulacao, perdendo triacilglicerdis e fosfolipideos, até a completa transformac¢ao em LDL,
que € constituida por fosfolipideos, colesterol livre, colesterol esterificado e apo B-100.

Essas particulas sdo também removidas do plasma pelo receptor B/E (Myant, 1990).
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1.4- Metabolismo das LDL

7

A LDL transporta 70% do colesterol circulante no plasma. A LDL ¢é
catabolizada por dois mecanismos, sendo o mais entendido aquele que depende da
interacdo com receptores especificos para LDL, o que € regulado pela necessidade celular
(Brown e Goldstein, 1986). A LDL € reconhecida por receptores B/E, que identificam a apo
B, mas que tem alta afinidade pelas apo E, também presentes na LDL. O outro mecanismo
€ através dos receptores sequestrantes (scavenger receptors) dos macroéfagos que permitem

a acumulacgdo de colesterol com ésteres de colesterol (Cobbe e Shepherd, 1993).

O receptor B/E, descrito por Brown e Goldstein (1986), contém
aproximadamente 820 aminodcidos e varios dominios e cada um possui uma tnica fungao.
O primeiro dominio, que possui 292 aminodcidos, é o local de ligacdo de LDL e estd
localizado na parte externa da membrana celular. Este dominio tem vérias séries de 40
aminodcidos repetidas, o que permite a ligacdo de mais de uma apolipoproteina a0 mesmo
tempo. O segundo dominio, que contém cerca de 400 aminodcidos, € homologo ao fator de
crescimento epidérmico e a sua fun¢do ndo € conhecida. O terceiro dominio consiste de 58
aminodcidos e estd ligado a residuos de carboidratos. O segmento seguinte tem 22
aminodacidos e se localiza na membrana celular. O dltimo dominio, com 50 aminoacidos,
localiza-se no citoplasma e tem papel importante na fixacdo do receptor em regido

especifica da membrana.

A LDL ligada ao receptor € envolvida pela membrana celular, formando uma
vesicula endocitica. A alteracdo no pH dentro da vesicula provoca o desligamento da LDL
do receptor e este retorna para a superficie celular. Em seguida, os lisossomos degradam os

componentes da lipoproteina (Gotto, 1987).

A quantidade de receptores B/E sintetizados é regulada pelo conteiido de
colesterol celular. O colesterol age no nicleo da célula ligando-se a proteina que suprime a
atividade do gene responsdvel pela sintese do receptor de LDL (Brown e Goldstein, 1986).
Quando o colesterol celular aumenta, o nimero de receptores produzidos diminui, enquanto

que a reducdo do colesterol provoca aumento na sintese desses receptores. Esta regulacdo
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determina o controle rigido do contetido celular de colesterol e protege a célula do efeito

lesivo do excesso deste.

O aumento de colesterol celular provoca, também, estimulo na atividade da
enzima acil-colesteril-acil-transferase (ACAT), que esterifica o colesterol livre utilizando
acido graxo. O colesterol esterificado € armazenado na célula como goticulas ou ¢é
incorporado a VLDL no figado e secretado para o plasma. Além disso, ha diminuicdo na
atividade da enzima hidroxi-metil-glutaril coenzima A redutase (HMGCoA redutase) que é

a enzima chave da sintese do colesterol (Brown e Goldstein, 1986).

1.5- Metabolismo das HDL

O transporte reverso de colesterol € o processo pelo qual o colesterol retorna
dos tecidos periféricos para o figado, no sentido de ser excretado pela via biliar ou mesmo
ser re-utilizado. Neste processo, ao contrdrio da LDL, a qual estd associada a aterosclerose,
a HDL desempenha um papel protetor removendo o colesterol da superficie dos tecidos e
transferindo-o para QM, VLDL e IDL, através da acdo da enzima LCAT e a CETP
(proteina de transferéncia de colesterol esterificado). A enzima LCAT, cujo co-fator € a apo
A-I, esterifica o colesterol livre presente na superficie da HDL com os 4cidos graxos dos
fosfolipideos. A acdo da LCAT permite que a HDL possa progressivamente receber mais
colesterol livre e fosfolipideos de outras lipoproteinas ou mesmo de membranas celulares.
Assim, a HDL vai aumentando de volume e diminuindo de densidade, o que caracteriza a

transformacgao de HDL,,

A HDL,; reconverte-se em HDLj; pela remocao do colesterol esterificado no
figado ou pela transferéncia do mesmo para as lipoproteinas ricas em triacilglicerdis,

através da CETP.

Dessa forma considera-se retorno direto, a remocao pelo figado do colesterol
esterificado ligado a HDL e indireto aquele transferido a VLDL, LDL e QM (Eisenberg,
1984; Quintdo, 1992; Cobbe e Shepherd, 1993; Gotto, 1987).
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1.6- Endotélio e Funcao Endotelial

As células endoteliais proliferam, na fase embriondria, por meio da divisdo
celular e da formacao de brotos. Os brotos, a medida que se formam, sdo preenchidos pelos
componentes do sangue, dando origem ao vaso. O tecido conjuntivo e as células do
miusculo liso sdo incorporados posteriormente, sob influéncia da célula endotelial,
completando a formagdo do vaso. O que ird determinar se o vaso formado serd uma artéria
ou uma veia, € a pressao relativa que o sangue exerce sobre a parede do vaso e o volume de
sangue dentro do mesmo. A maior pressdo € menor volume do sangue determinardo que
aquele vaso serd uma artéria, € 0 maior volume e a menor pressdao do sangue na parede do
vaso, a veia. O aspecto fino e fragil da célula endotelial ao microscopio se contrapde com a
forte aderéncia da célula ao tecido conjuntivo e a célula endotelial vizinha. O sistema
circulatério estard totalmente recoberto pelo endotélio muito antes do coragdo bater. A
origem comum embriondria da célula endotelial e das células do sangue explica a
capacidade do endotélio de se adaptar a peculiaridade funcional de cada 6rgdao do
organismo. Dependendo da localiza¢do ou do 6rgido que o endotélio supre, a resposta ao
mesmo estimulo poderd ser diferente. Por exemplo, a hipéxia provoca vasoconstri¢cdo na
artéria pulmonar e vasodilatacdo na artéria renal. Esta resposta observada nos diferentes

leitos vasculares é evidentemente, modulada pelo endotélio.

A vasoconstricdo observada no leito arterial pulmonar ocorre, provavelmente,
devido a diminui¢do na produgdo de fatores vasodilatadores, que se opde a vasoconstri¢ao,

e/ou decorrente da inativagdo daqueles fatores.

Histologicamente a célula endotelial possui forma alongada com ntcleo
proeminente e é repleta de organelas intracelulares, estrutura organica de célula que possui
atividade metabdlica intensa. A caracteristica estrutural tipica de uma célula endotelial
adulta € a presenca de invaginagdes submicroscopicas na membrana citoplasmatica
denominadas cavéolas. No maximo, duas células endoteliais recobrem toda a circunferéncia

interna do vaso.

Independentemente do tipo de vaso que o endotélio recobre, ele modula
ativamente a coagulagdo, o transporte de substincias, solutos e moléculas através das

juncoes intercelulares. O tonus vascular, a coagulagdo, a trombose, a inflamagdo e o estado
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oxidativo fisiolégico sdo mantidos por meio do balango entre as for¢as que atuam contra e
pré no organismo. Os mediadores e/ou fatores produzidos pelo endotélio podem ser
inutilizados dentro da prépria célula, difundir-se para o sangue ou atravessar a membrana
do mdusculo liso vascular (Michel CC, 1998.). No misculo liso vascular, os fatores podem
ligar e ativar receptores que provocam relaxamento ou constricio do musculo, estimular a
proliferacdo celular e geracdo de espécies reativas de oxigénio e a expressdao de genes. O
fator de relaxamento produzido pelo endotélio, o o6xido nitrico, ativa a
monofosfato-guanilato ciclase (GMPc), que diminui o célcio intracelular e provoca o
relaxamento da musculatura lisa vascular enquanto a vasoconstricdo é provocada pelo
aumento do célcio intracelular. A relacdo intima do endotélio e os componentes do sangue

surgem na fase embriondria de formagao dos vasos sanguineos.

As células sanguineas e as células endoteliais se originam do mesmo tecido

embriondrio, o hemangioblasto.

O endotélio recobre todos os vasos do organismo desde as grandes artérias até
os menores capilares arteriais, toda a 4rvore venosa desde as grandes veias até suas
menores ramificagdes e os vasos linfaticos. As artérias em geral, t€ém a fun¢ao de conduzir
o sangue e de regular a forca necessdria de bombeamento do corac@o de forma a permitir
uma perfusdo adequada e suficiente para a nutricdo celular, através de sua constitui¢io

muscular e elastica.

Os capilares desempenham um papel fundamental na nutricdo celular e no
transporte de substancias, moléculas e solutos do sangue para os tecidos e vice-versa, na
remo¢do de produtos oriundos do metabolismo celular para a futura excrecdo pelo
organismo. Os capilares tém pouca importancia na regulacdo do tonus vascular devido a

falta de musculatura lisa em sua parede.

Nas dltimas duas décadas, quando Furchott e Zawadzki (1980), demonstraram
que as células endoteliais modulavam o tonus vascular, o endotélio deixou de ser somente

uma fina camada celular que recobria a face interna dos vasos.

A célula endotelial controla ativamente a coagulacdo, trombolise, remodelacao
vascular e resposta inflamatdria e imune, recobrindo todo o leito vascular. Isto significa, em

um primeiro momento, que o endotélio forma uma extensa rede de protecdo entre os
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componentes do sangue e os tecidos permitindo uma melhor fluidez e conseqiientemente
evitando a trombose intravascular. Contudo, a forma pela qual é montada a estrutura e a
organizacdo da rede requer um contato intimo entre as células endoteliais. Em qualquer
situacdo de quebra de continuidade da rede ou perda do contato, as células se organizam e

procuram, refazer a conexao intercelular.

As células endoteliais sdo capazes de detectar a minima alteragdo na pressao
arterial, fluxo sanguineo, balanco oxidativo, coagula¢do, sinal de inflamacao e ativacio do
sistema imune no organismo. Esta informacdo pode ser detectada em qualquer local do
organismo e ser transmitida por meio das comunicacgdes intercelulares para todas as outras
células endoteliais. A necessidade dessa conexdo integrada se deve a um dos produtos
liberados pelo endotélio, o 6xido nitrico, que possui meia-vida de cinquenta segundos. A
posicdo estratégica do endotélio na parede do vaso e sua localizacdo nunca é maior que
quinze micra de distancia de qualquer outra célula do organismo, pode-se considerar que a
célula endotelial seja o mais perfeito sensor bioldgico existente, capaz de detectar minimas
variacOes de pressdo, fluxo, mediadores quimicos e alteracdes metabdlicas que possam
ocorrer em qualquer local do organismo. Também pode quantificar com precisdo, por
exemplo, o aumento da pressdo exercida pelo sangue contra a parede do vaso na
hipertensdo arterial, processar e transmitir a informacdo, respondendo eficazmente e
liberando produtos que irdo normalizar os niveis pressoricos. Em doencas como diabetes,
tabagismo e dislipidemia, aliadas a hipertensdo arterial, a repercussdo vascular pode ser

observada em toda a microcirculacao (Fenstermacher et al., 1988.).

A integridade do endotelio geralmente € afetada por tabagismo, dislipidemia,
senilidade e doencas como hipertensdo arterial, arteriosclerose, forca de cisalhamento,

inflamacao, hipdxia e diabetes melito.

A perda da integridade celular leva a disfun¢do endotelial e expde as demais
camadas da parede arterial (intima, média e adventicia) a acdo direta das substincias
vasoconstritoras produzidas pelo préprio endotélio ou transportadas pelo sangue, como a
angiotensina Il e catecolaminas, que ao entrarem em contato direto com as células
musculares lisas, provocam vasoconstricdo nao modulada pelo endotélio e estimulam a

proliferacao destas.
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A permeabilidade vascular pode, também, ser afetada em situagdes de ativacao
plaquetdria e inflamacdo em que a liberagdo de mediadores quimicos pode levar a
disfuncdo endotelial e, posteriormente, deixar o vaso ou misculo liso sem o efeito

modulador do endotélio.

O endotélio pode ser considerado um érgao enddcrino ativo que, em resposta a
estimulos humorais, neuronais € mecénicos, sintetiza e libera substancias vasoativas que
modulam tonus, calibre vascular e fluxo sanguineo, desempenhando papel fundamental na
regulacdo da circulagdo. Essas substancias vasoativas foram denominadas como fatores
relaxantes derivados do endotélio (EDRFs) e fatores constritores derivados do endotélio
(EDCFs). Dentre os EDRFs, podemos citar 6xido nitrico (NO), (Jover B et al,1993. Palmer
RMJ et al, 1987. Palmer et al. 1988.), prostaciclina (PG12), monéxido de carbono (CO) e
véarios fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHFs), como o é&cido
epoxieicosatriendico (EET), metabdlito do 4cido araquidonico via citocromo P450
(Campbell WB, et al. 1996.), e endocanabindides (He P, et al. 1993.). Sdo EDCFs:
endotelina (ET1) (Zakhary R et al., 1996), produtos da oxigenase, como endoperoxidos
(PGH2) e tromboxano (TXA2) (Diedrich DA, et al., 1990.), e espécies reativas de oxigénio
como o0 anion superdxido (0'2). Sao liberados também pelo endotélio: interleucinas, fatores
de crescimento, inibidores de plasminogénio e fator de Von Willebrand

(Schieffer B et al.; 1997).

A disfuncdo endotelial é caracterizada pela diminui¢do na producdo ou na
biodisponibilidade de NO para as células endoteliais, imposibilitando que estas efetuem

suas funcgoes fisioldgicas.

A disfuncio endotelial observada no curso das doengas vasculares cronicas,
estd, geralmente, associada a fatores ambientais que aceleram a lesdo vascular e levam a

perda da funcdo ou perda do 6rgdo (Plante GE 2002, Hamet P et al., 2002.).

Na maioria das doencas cardiovasculares ocorre um desequilibrio oxidativo e
também possui um componente genético jd identificado, porém a evolugdo e severidade da
doenca podem ser modificadas por fatores ambientais como fumo, ingesta de sal,

sedentarismo, dieta hipercalérica e/ou hiperlipidica. A interferéncia do meio sobre o
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determinante genético produz o fendtipo (efeito do ambiente sobre o gene da doencga),

(Plante GE , 2002, Hamet P et al. 2002).

1.7- Aterosclerose e LDL Oxidada

A lesdo aterosclerdtica inicial € caracterizada por um acimulo de células
sobrecarregadas com colesterol esterificado, denominadas células espumosas; subjacentes
ao endotélio arterial. O colesterol que se acumula origina-se primariamente das
lipoproteinas plasmaticas, principalmente da LDL (Newman et al.; 1962). As células
espumosas sido derivadas de mondcitos circulantes que se transformam em macréfagos
residentes na intima do vaso. Estas células ddao a superficie da intima arterial o aspecto de

linhas ou manchas lineares amareladas, vistas a simples inspecdo macroscopica.

Duas linhas de evidéncias sugerem, fortemente, que a geracdo das células
espumosas, que ocorre in vivo decorrente do excesso de LDL na circulagdo, seja um
processo independente dos receptores normais de LDL, encontrados em todos os
tecidos: - Pacientes e animais com deficiéncia genética de receptores de LDL, desenvolvem
a lesdo aterosclerdtica rica em células espumosas. Portanto, a captagdo arterial de LDL se
d4 por vias alternativas. Diante dessas evidéncias, postulou-se que as LDL circulantes
sofreriam algum tipo de transformagao e que essa forma modificada de LDL seria removida

pela célula endotelial para gerar células espumosas (Brown e Goldstein 1983).

Um dos eventos mais precoces na aterosclerose é a oxidagdao da LDL causada
pelos radicais livres produzidos nas células endoteliais, mondcitos e macréfagos na intima

arterial.

A oxidacdo da LDL € um processo extremamente complexo que afeta
essencialmente todos os componentes da particula, a peroxidacdo dos dcidos graxos,
poliinsaturados, a formagdo de dienos conjugados, a fragmentacdo dos 4cidos graxos
oxidados formando produtos com grande variagdo de peso molecular (aldeidos, dlcoois,
cetonas e alcanos), a fragmentacdo da cadeia polipeptidica de apo B, a oxidagdo do

colesterol (oxiesterdis), a conjugacdo dos produtos de degradacgdo lipidica com os epsilon
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amino grupos dos residuos de lisina, perda dos sitios reconhecidos pelo receptor de LDL e
geracdo de nova configuracdo reconhecida pelo receptor (Steinbrecher et al.; 1984;
Davidson, 1993; Schwartz et al.; 1993; Parthasarathy et al.; 1985). Este processo € inibido
pelos agentes antioxidantes (Halliwell e Chirico, 1993; Masana et al.; 1991) e recentes
evidéncias sugerem que a HDL pode evitar as alteragdes oxidativas da LDL (Parthasarathy
et al.; 1990). O processo de oxidacdo da LDL in vivo deve ocorrer em compartimento
extravascular e em microambientes protegidos dos antioxidantes naturais. A LDL também
pode ser oxidada in vitro, pela incubacao em cultura de células ou com fons de metais de

transi¢do, tais como cobre e ferro (Parthasarathy et al.; 1990).

As lipoproteinas movimentam-se continuamente na parede das artérias, sendo
que algumas particulas permanecem no intersticio por mais tempo e ficam submetidas a
maior grau de oxidacdo, devido a condi¢des geradas pelas células, favorecendo a oxidagdo
ou diminuindo a defesa antioxidante. E possivel, também, que alguns metais ligados a
complexos moleculares ou mesmo livres catalisem essa oxidagdao (Halliwell, 1995).
Portanto, o aumento dos niveis de LDL plasmaética, levam ao aumento de LDL na intima
arterial, favorecendo a ac@o de radicais livres e, consequentemente, ao aumento da LDL

oxidada (Raines e Ross, 1993; Aviram, 1993).

Em animais normocolesterolémicos, os mondcitos ocasionalmente atravessam o
endotélio vascular, mas, na hipercolesterolemia, principalmente na fase inicial do
desenvolvimento da lesdo aterosclerética, hd um maior recrutamento de mondcitos. Apds a
entrada dos mondcitos na intima arterial, estes sofrem ativacdo e diferenciacido celular,
transformando-se em macréfagos residentes, processo que estd associado com as mudancas
de funcdes. Os macrofagos geram uma variedade de substincias, como as espécies reativas
de oxigénio, radicais livres e enzimas, incluindo proteases e lipases (Yia-Herttuala et al.;

1989; Witzum, 1993).

O recrutamento de mondcitos € um processo que envolve varios mecanismos: o
contato com o endotélio, que esté relacionado com moléculas adesivas produzidas por este,
como as ELAMs (moléculas endoteliais adesivas para leucdcitos); citocinas como a
interleucina 1-beta (fator estimulante da colonizacdo de mondcitos) e fatores

hemodinamicos locais como fluxo sanguineo, ramificacdes arteriais, e areas de curvatura
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(Hansson, 1993). Outro mecanismo envolvido com a migragdo de mondcitos
transendotelial é dirigido pelas substancias quimiotiticas como a MCP-1 (proteina-1
quimiotética para mondcitos), além de peptidios sintetizados pelas células endoteliais e

musculares lisas quando sao estimuladas pelas LDL oxidadas (Schwartz et al.; 1993).

Os produtos da oxidagdo de LDL s3o quimiotdticos para os mondcitos,
inibidores da migracdo dos macréfagos, alteram a expressdo genética das células arteriais,
estimulam o crescimento e proliferacao de células musculares, levando ao espessamento do
ateroma. A LDL oxidada estimula a sintese de MCP-1 e da interleucina 1-beta, além de ter
efeito citotéxico, que pode ser extremamente importante na progressdo da lesdo
aterosclerética, como a necrose das células espumosas (Esterbauer et al.; 1991; Esterbauer
1993; Faruqui e Dicorleto, 1993). A LDL oxidada inibe a liberacdo de EDRF que prejudica
o vasorelaxamento e provoca agregacdo de plaquetas. A LDL oxidada é uma particula
imunogénica e ja foram encontrados, em pacientes com aterosclerose avancada de carétida,
anticorpos que reconhecem LDL oxidada, mas ndao LDL nativa, (Liu et al.; 1994;

Hansson, 1993; Salonen et al.; 1992).

O reconhecimento da LDL oxidada pelos receptores de macréfagos poderia ser
resultado da derivacdo dos residuos de lisina da apolipoproteina B, pelos produtos da
peroxidacdo, que ocasionam mudangas na conformagdo e fragmentacio da apo B

(Steinbrecher et al.; 1987; Greenspam et al.; 1995).

Virios fatores determinam a susceptibilidade da LDL as modificagdes
oxidativas. Os compostos exdgenos que promovem a formagdo de radicais livres como por
exemplo, fumo, hiperoxia, toxinas e drogas; a quantidade de LDL infiltrada no espago
subendotelial (que depende da concentracdo plasmdtica de LDL); a quantidade de acidos
graxos poliinsaturados na LDL; o estimulo que aumenta o recrutamento de mondcitos na
intima e sua conversdao a macréfago e o balanco entre compostos pré e antioxidantes no
espaco subendotelial (Witzum, 1993, Shireman, 1996). O 4cido linoléico € o mais
abundante tanto nos fosfolipideos da superficie quanto no colesteril-éster e triacilglicerois
do nicleo das lipoproteinas, dietas ricas em gorduras poliinsaturadas sdo consideradas
hipocolesterolémicas (Grundy e Denke, 1990), porém provocam a formagdo de

lipoproteinas mais ricas em acidos graxos poliinsaturados, que seriam mais susceptiveis a
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peroxidacdo e, em principio, mais aterogénicas. Substancias antioxidantes, entre elas a
vitamina E, podem evitar a oxidacdo dessas lipoproteinas (Esterbauer et al.; 1987;

Parthasarathy et al.; 1990; Frei & Gaziano, 1993; Frei, 1995).

Embora seja o plasma rico em substancias antioxidantes, acredita-se que
existam formas oxidadas de lipoproteinas neste compartimento. Isto deve-se ao isolamento
de uma pequena subfracdo de LDL no plasma de seres humanos e primatas chamada LDL
com caracteristicas comuns a LDL oxidada in vitro (Avogaro et al.; 1998;
Hodis et al.; 1994). Nos primatas essas caracteristicas sdao aumento de carga negativa, da
quantidade de 6xidos de colesterol e da toxicidade em cultura de células em relacdo a LDL
nativa. Nos primatas hipercolesterolémicos e normolipidémicos a subfracdo LDL
representa aproximadamente 5% da LDL total. No entanto, 50% do colesterol da LDL esta
oxidado, o que ndo ocorre com o colesterol da LDL nativa. Também foi encontrado
aumento de produtos de oxidacdo de lipideos no plasma de pacientes com alto risco de

infarto do miocardio (Stringer et al.; 1989; Liu et al.; 1994).

DE Graaf (1991) e Tribble et al.; (1995), estudando diversas subclasses de
LDL, identificadas pela ultracentrifugacdo e pela eletroforese, relacionaram a maior
quantidade de LDL pequena e mais densa com o maior risco de doenga corondria
aterosclerética, independente da idade, sexo e peso. A concentracio de HDL e de
triacilglicerdis também foi relacionada a presenga de LDL pequena e mais densa. Todavia,
nao estd esclarecido se estas particulas mais densas sdo propriamente mais aterogénicas ou

sdo simplesmente marcadores de um perfil aterogénico (Tribble, 1995).

1.8- Antioxidantes

O sistema antioxidante do organismo protege as células dos efeitos danosos dos
radicais livres, evitando a peroxidac@o dos dcidos graxos poliinsaturados (Halliwell, 1991).
Este sistema consiste de enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase, a glutationa
peroxidase, a catalase; e de micronutrientes que incluem os minerais como selénio, cobre,

zinco, manganés e as vitaminas E, C, A e o beta-caroteno (Diplock, 1991; Hennekens e
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Gaziano, 1993). A primeira linha de defesa natural s@o as metaloproteinas superéxidos
dismutases (SOD), citoplasmdtica (contendo cobre e zinco) e mitocondrial (contendo
manganés), que atuam acelerando a velocidade de dismutacdo do radical superdxido
(BAST et al.; 1991). A catalase localiza-se nos peroxisomas e ¢ uma enzima que catalisa a
decomposicdo do peréxido de hidrogénio. Outra enzima citoplasmdtica que também &
capaz de destruir o peroxido de hidrogénio por um mecanismo diferente € a glutationa

peroxidase (GPO), cujo cofator € selénio (Jialal e Fuller, 1993).

1.9- Farmacos Hipocolesterolémicos

Estudos epidemiolégicos tem demonstrado que a diminuicdo do colesterol
plasmaético, através do uso de medicamentos hipocolesterolémicos, reduz também a
incidéncia de aterosclerose corondria (Cobbe e Shepherd,1993; Hunnighake et al.,1990). Os
medicamentos hipocolesterolémicos mais efetivos atualmente sdao aqueles denominados

estatinas.

As estatinas sdo medicamentos derivados de microrganismos, 0s quais
interferem eficazmente na sintese celular de colesterol por inibi¢do competitiva com a
enzima HMG-CoA redutase. As estatinas reduzem a hipercolesterolemia por induzirem a
formacdo de receptores hepéticos que captam as LDL do plasma e por diminuirem a sintese
de VLDL, esta ultima explica o efeito parcial na queda da trigliceridemia (Quintdo, 1994).
As estatinas de uso mais freqiilente no mercado sdo: a pravastatina, lovastatina e a
sinvastatina. A partir de 1994 no Laboratério de Lipides, Endotélio e Aterosclerose do
Niucleo de Medicina e Cirurgia Experimental-FCM, da Universidade Estadual de Campinas
(Ribeiro Jorge et al,1994) verificaram um diferencial de acdo entre dois tipos de estatinas:
pravastatina e sinvastatina administrando-as em coelhos hipercolesterolémicos, em doses
suficientes para reduzir o nivel de colesterol plasmatico a valores semelhantes, nos dois
grupos de animais. Chegaram a conclusdo que a pravastatina produz um relaxamento
dependente do endotélio de maior magnitude. Foi concluido, também, sobre a possibilidade
da existéncia de alguns efeitos adicionais do medicamento, que posteriormente foi

denominado de efeitos pleiotropicos das estatinas (Farner, 2000).
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Em 2004 Almeida et al, concluiram que a fluvastatina provoca melhorias
significativas na disfuncdo endotelial em coelhos hipercolesterolémicos apds 30 dias de
tratamento com o medicamento, sendo que esta melhora possui uma intima relacao entre os

valores de colesterol sérico e tecidual.

1.10- Efeitos Pleiotropicos das Estatinas

Os efeitos pleiotropicos das estatinas referem-se a: protecdo sobre a funcio
endotelial, acao sobre a inflamag¢do na placa, estabilizacdo da placa e efeito antitrombdtico.
A protecdo sobre a funcdo endotelial pode ser somente decorrente da reducdo das LDL

circulantes ou devido a outros fatores.

Laufs et al, (1998), verificaram aumento da enzima constitutiva endotelial NO
sintase e dos niveis de seu mRNA em veia safena exposta a LDL oxidada e tratada com
lovastatina e sinvastatina. John et al, (1999), verificaram aumento do fluxo dependente do
endotélio em individuos hipercolesterolémicos tratados com fluvastatina, relacionando este
evento com aumento da producdo de NO. O estudo RECIFE, (1997), mostrou que a
redugdo intensa do colesterol, logo apds o infarto do miocérdio, € seguida de aumento do

fluxo braquial endotélio dependente.

Em 1997, Ribeiro Jorge et al, demonstraram em coelhos hipercolesterolémicos
tratados com pravastatina e sinvastatina, que ocorreu aumento do relaxamento dependente
do endotélio nos animais tratados com pravastatina a partir do 4° dia de administracdo, com
reducdo da peroxidacdo lipidica, embora sem alteracdo nos niveis do colesterol plasmatico,
invocando uma a¢do antioxidante para os achados. Os resultados observados sugerem uma
acdo rapida da reversdao da disfun¢do endotelial com eventual aplicacdo clinica nas

sindromes coronarianas agudas.

Lefer et al, (1999) em modelos experimentais de isquemia reperfusdao em ratos,
tratados com sinvastatina, observaram aumento do fluxo coronariano e inibi¢cdo da

interacdo entre leucdécitos e células endoteliais. Ocorreu, também, diminui¢do da expressao
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da P selectina e diminui¢do das moléculas de adesdo, atribuidos ao aumento do NO

endotelial.

Hernandes et al, 1998 demonstraram que a atorvastatina e a sinvastatina
reduzem a expressao do mRNA da ET-1. Vita et al, (2000) demonstraram efeitos benéficos

sobre a microcirculagdo.

Strandberg, (1999), observou em estudo clinico utilizando a sinvastatina e a
atorvastatina, diminui¢do significante dos niveis da proteina C reativa (PCR), um dos
marcadores da inflamacdo da placa aterosclerdtica. O estudo CARE, (1988), em que se
utilizou a pravastatina, também revelou diminui¢cdo da PCR, independente dos niveis do

colesterol.

Bellosta, at al, (1998) demonstraram em estudos experimentais que a
fluvastatina, a sinvastatina, lovastatina e cerivastatina sdo capazes de diminuir a
proliferacdo de células musculares lisas, independente da redugdo de lipideos. Esta acdo é

considerada inadequada para a estabiliza¢cdo da placa.

1.11- Efeitos Antioxidantes

A primeira sugestdo de que as estatinas pudessem ter uma acdo antioxidante foi
proposta por Ribeiro Jorge et al, (1994), que verificaram em coelhos hipercolesterolémicos
melhora da reversdo da disfun¢do endotelial, desproporcional a redugdo lipidica, quando
tratados com a pravastatina. Esta observacdo foi reiterada em 1997 pelos mesmos autores

quando se estudou a reversao rapida da hipercolesterolemia, com estatinas.

A atividade antioxidante das estatinas foi observada por outros autores com
sinvastatina, a fluvastatina (Dupuis et al. ;1999) e a atorvastatina (Scalia et al.; 1998). Resta
melhor definicdo sobre a real interferéncia das substancias antioxidantes sobre a evolucdo

clinica da aterosclerose.

Um outro efeito atribuido as estatinas é a alteracdo dos fatores de coagulacdo
sanguinea, pois as gorduras elevam os niveis de PAI-1 e P selectina e diminuem a func¢ao

endotelial, com repercussdo sobre fendmenos tromboéticos e anti-trombdticos. Assim, 0s
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efeitos das estatinas sobre a coagulacdo podem estar relacionados somente a redugdo da
lipidemia. Dangas et al, (1999), observaram reducao do fator ativador do plasminogénio em
pacientes usando pravastatina. Lopez et al, (1998), observaram diminuicdo dos niveis de

PAI-1 em cultura de células humanas tratadas com atorvastatina e fluvastatina.

Segundo Edwards et al, (2000), em seu trabalho realizado em mulheres, este

observou uma diminuic¢ao na incidéncia de osteoporose com tratamento com estatinas.

1.12- Rosuvastatina

Recentemente, a industria farmac€utica apresentou uma nova estatina
denominada rosuvastatina que, como as demais reverte competitivamente a formacdo de
colesterol enddgeno, inibindo a convers@do de mevalonato em colesterol pela HMG-CoA
redutase, provocando uma diminui¢ao do colesterol plasmatico associado a lipoproteinas de
baixa densidade LDL e triglicérides. Também, aumenta os niveis de colesterol associados

as proteinas de alta densidade HDL.

Estudos recentes demonstraram a eficdcia da rosuvastatina tanto em humanos
quanto em animais. Hunninghake et al, (2004) demonstraram em seu trabalho que a
rosuvastatina provocou uma queda significativa nos niveis de triglicérides em pacientes
hipercolesterolémicos. Olsson et al, (2003), relataram que a rosuvastatina pode chegar a
reduzir até 65% de colesterol plasmético em pacientes hipercolesterolémicos. Stein et al,

(2003), relataram uma queda nos niveis de HDL, apo B e apo Al

Assim, a rosuvastatina serd usada em um modelo experimental de
hipercolesterolemia, para verificacdo de seus efeitos sobre os lipides plasmaticos e suas
repercussdes na parede arterial e compard-los com outra estatina amplamente utilizada na

prética clinica.
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1. Estudar o efeito da rosuvastatina sobre os lipides plasmaticos.

2.1- Objetivos Especificos

1. Estudar o efeito da rosuvastatina na peroxidacdo lipidica, no colesterol

tecidual e disfuncao endotelial;

2. Comparar seus efeitos em relacdo aos dados anteriores com a atorvastatina.

Objetivos
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3.1- Material

O colesterol ultrapuro foi obtido da Vetec Quimica Fina Ltda, R. J, Brasil,

(c6d 967) e a gordura de coco foi obtida da Gordura de Coco Brasil.

Os Kits enzimdticos para a determinacdo de colesterol CAT N° (01400) foi
obtido da Laborlab, (S.P, Brasil) e o Kit de Triglicérides MONO CAT (10726) foi obtido
da IN VITRO Diagnéstica (MG, Brasil) reativo precipitante para separar HDL CAT
N° (02300) obtido da Laborlab (S.P, Brasil).

O brometo de potdssio p.a. (C-07491) e o sulfato caprico (C-1843) foram
obtidos da Cinética Quimica, (S.P., Brasil) e o acido tricloroacético (C-446) da Vetec

Quimica (S.P., Brasil). Os sais e reagentes foram obtidos da Merck (S.P., Brasil).

3.2- Métodos

O experimento foi realizado de acordo com as normas do US National Institute

of Health para uso de animais de laboratérios (Publication n® 85+23,1985).

Para a execuc¢do deste experimento foram utilizados quarenta coelhos, machos
da raca Nova Zelandia, com dezesseis semanas de idade e com peso inicial de 2.0 + 0,1kg.
Os animais foram randomizados, colocados em gaiolas metabdlicas, separados

individualmente e submetidos a dois tipos de tratamento.

Os coelhos foram mantidos no Biotério do NMCE-FCM-UNICAMP, com

temperatura entre 20 e 22°C com periodo de luz de doze horas.

A dieta foi fornecida em quantidade limitada a 60 g/dia durante quarenta e

cinco dias para obter a mesma velocidade de crescimento, a dgua foi fornecida a vontade.

Foi usada uma dieta base ndo purificada de forma aberta, onde cada 100g de
racdo foi composta de: Proteinas 20%, Carbohidratos 45%, Fibras 16%, Gordura 5%, Cinza

14%, da marca Purina.
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A dieta base foi fornecida ao grupo normocolesterolémico, enquanto que os
outros trés grupos de animais foram submetidos a base mais suplementacao contendo 0,5%
de colesterol e 10% de gordura de coco. Esta dltima proporcionou 70% de acidos graxos
saturados, 17% monoinsaturados e 13% de poliinsaturados, respectivamente, por 45 dias. A
suplementacgao foi feita dissolvendo 5g de colesterol em 100g de gordura de coco aquecida
e misturada com lkg de dieta base até que esta absorvesse completamente os lipideos. Esta

dieta foi preparada semanalmente.

Os animais foram divididos em quatro grupos e submetidos ao seguinte

tratamento:

1- Grupo Nao Hipercolesterolémico (GN) (N=10).

2- Grupo Hipercolesterolémico (GH) (N=10).

3- Grupo Atorvastatina (GA) (N=10).

4- Grupo Rosuvastatina (GR) (N=10).

3.2.1- Medicamentos € Doses

Os medicamentos utilizados para a execucdo desse trabalho foram a
rosuvastatina e a atorvastatina, em doses de 10mg/dia/animal para a atorvastatina e

2,5mg/dia/animal para rosuvastatina.

Os medicamentos foram administrados em forma de gavagem, uma vez ao dia,
diluidos em 5Sml de 4gua, aspirados por uma seringa de 10ml, conectadas a uma sonda
nasogastrica N° 10. O animal era sondado e administrado o medicamento. Esse
procedimento foi realizado com a finalidade de se certificar a ingestdo dos medicamentos

pelo animal.
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3.2.2- Coleta de Sangue

Os coelhos, deixados em jejum por 16 horas, eram imobilizados para extrair o
sangue por puncdo cardiaca, usando-se uma seringa de 20 ml com agulha 40X12mm
(18G 1'2). O sangue era coletado em tubo contendo EDTA-dissédico, para obter uma
concentracdo final de 1.5 mg/ml (p/v), sendo o EDTA usado como anticoagulante e
antioxidante. O plasma foi separado por centrifugacdo em centrifuga refrigerada marca
HITACHI (Modelo RC%C, Du Pont Company, Newtown, ct, EUA) a 4°C por 20 minutos a
3.000 r.p.m. e imediatamente processado. Todas as andlises foram feitas em duplicata e

calculada a média entre as mesmas.

3.2.3- Determinacao do Colesterol e Triacilglicer6is Plasmaticos

A medida do colesterol plasmético foi determinada pelo método enzimatico,
onde a hidrdlise do colesterol e ésteres de colesterol estdo acopladas a uma reagdo de cor,
monitorada a 500 nm, Para 10 ul de plasma, foi adicionado (01) um ml de reativo,
incubando-se a 37°C por 5 minutos. Uma concentragdo de colesterol de 200 mg/dl foi

usada como padrao.

A quantificacdo dos triacilglicerdis foi realizada usando o kit enzimético, onde
a hidrélise libera o glicerol que é determinado por uma reagao de cor, com leitura a 500 nm.
Uma solug@o de glicerol, correspondente a 200mg/dl de triacilglicerdis foi usada como
padrdo. Para 10 pl de amostra adicionou-se um (01) ml de reativo, incubando-se a 37°C por

5 minutos.

3.2.4- Isolamento da LDL Plasmatica

A LDL foi separada do plasma pelo método de ultracentrifugacdo preparativa
sequencial (Havel et al.; 1955). Uma aliquota de 4,5 ml de plasma em duplicata, foi
colocada em tubos “Ultra Clear "™ apropriado para o rotor 50.3 T1 e centrifugada a

velocidade de 40.000 rpm (158.000 x g) por 18 horas a 4°C, na ultracentrifuga Beckman,
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modelo L 8 (Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EUA). Apds, os tubos eram
retirados e mantidos em gelo, removendo a camada sobrenadante por aspiracio com uma
pipeta Pasteur de ponta fina, obtendo-se a VLDL (d < 1,006 g/ml). O infranadante era
ajustado a densidade de 1,063 g/ml com a solu¢do padrio de brometo de potdssio
(d=1,342 g/ml) contendo 153 g de NaCL, 354g de KBr e 100 mg de EDTA-Nay/litro. Os
tubos eram submetidos a uma segunda centrifugacao a 40.000 rpm por 20 horas a 4°C. A
camada superior contendo LDL (d=1,0006-1,063 g/ml) era removida e imediatamente
dialisada. As fracOes aspiradas (aproximadamente 1,5 ml) de VLDL e LDL foram usadas

para determinar o conteddo de colesterol total e expresso em mg/dl de plasma.

3.2.5- Dialise de LDL

Para remover os sais e o EDTA, a LDL era extensivamente dialisada contra o
tampao fosfato salino 0,02 M, pH 7,4 (contendo NaCL 0,9%, Na,HPO, 0,3%, NaH,PO4
0,2 % e NaOH 0,038%), a 4°C por 24 horas, com agitacdo suave, utilizando 2 litros de
tampao para cada 6 ‘“sacolinhas” de membrana de didlise de 10.000 daltons, contendo um

volume de 1,5 a 2,0 ml de LDL.

3.2.6- Determinacao da Composi¢ao Quimica da LDL

A LDL isolada e dialisada foi caracterizada pelo conteido de colesterol e
triacilglicerdis, como foi descrito, anteriormente, para a quantificacdo no plasma. Também
foram determinados fosfolipideos e proteinas. Os fosfolipideos foram determinados pelo
método enzimatico usando o kit enzimatico (Doles), onde a hidrélise foi associada a ma

reacdo de cor, com leitura a 510 nm.

A concentracdo de proteina na LDL foi determinada pelo método de

Lowry et al. (1951), usando-se albumina sérica de bovino como padrao.
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3.2.77- Peroxidagdo Lipidica

A peroxidagdo de LDL foi realizada em tampao fosfato, pH 7,4 em presenca de
sulfato de cobre (5 mM) a 37°C, por 24h. A medida da peroxidagdo lipidica foi feita pela
producdo de substincias reativas com o 4cido tiobarbitirico (TBARS), expressas como
equivalentes de malondialdeido (MDA), por mg de proteina. Consistiu em colocar em um
tubo de ensaio, 150 p de proteina de LDL, completando para um volume de 500 p, na
presenca de 1 mL de 4cido tiobarbitdrico (TBA) 0,67% e 0,3 mL de 4cido tricloroacético
(TCA) a 50%. Apds aquecimento a 100°C por 30 min, o teor das substincias reativas com
acido tiobarbiturico foi determinado pelo método de Bueg et al. (1978), com leitura a 532
nm de absorbancia realizada mediante incubacdo de 100 p de proteina de LDL/mL em

tampao fosfato pH 7,4.

3.2.8- MEdida do Colesterol Plasmatico e Tecidual

O colesterol total plasmatico foi medido através de kits enzimaticos e resultados

lidos em espectrofotdmetro em 500 nm.

O colesterol plamdtico foi medido através de kits enzimdticos ja citados

anteriormente.

O teor de colesterol tecidual foi medido pelo método de Naito e David, (1981).
Os fragmentos de aorta foram secos e homogeneizados a 4°C em 5 ml de 0.13M TRIS HCI
(pH 7.4); 0.01 NaNOs. Os lipides totais foram extraidos do homogeneizado em 10 vol. de
cloroférmio metanol (2:1 vol/vol) contendo 0.001% de hidroxitolueno butilado, como
antioxidante. Uma segunda extracdo foi feita de acordo com o procedimento de Folch e

Stanley; (1956).

3.2.9- Funcao Endotelial

Segmentos de aorta tordcica com Smm de comprimento, foram suspensas em
solugdo de Krebs Henseileit com a seguinte composi¢do (mmol/l): NaCl, 113; KCl, 4,74;
CaCly, 1,9; NaHCO;, 25,0; MgSOy, 0,44; KH,PO,, 1,18; EDTA, 0,03; CsH 206, 11,0, €

Materiais e Métodos

44



aerado continuadamente com 95% de O, a pH 7,4 Ribeiro Jorge et al, (1994), através de
dois clips de aco, sendo um fixo na base da cuba e outro conectado a um transdutor de forca
e registrador de eventos fisiologicos (Registrador Narcotrace 40). Em alguns fragmentos o
endotélio foi retirado mecanicamente, atritando o limem do vaso com pequeno férceps.
Esse procedimento foi utilizado para efetuar a comparacdo do relaxamento entre os

segmentos com e sem endotélio.

A tensdo basal oOtima foi estabelecida, submetendo-se os fragmentos a
. ~ N , . 7
diferentes tensdes mecanicas e contraidos a mesma dose de noradrenalina (10°M). A
tensdo basal 6tima foi aquela que apresentou melhor resultado comprimento/tensdo, assim

como, melhor relaxamento a acetilcolina.

Os espécimes foram deixados em equilibrio na solu¢do de Krebs pelo periodo
de 60 minutos, trocando-se a solu¢do a cada 20 minutos. Todos os anéis com ou sem
endotélio foram contraidos pela noradrenalina (10'M). Depois que a contracio alcancou
um plateau, a acetilcolina foi acrescentada de forma cumulativa (10°*° a 10 ~>° M) para
obter-se a curva de concentracio-efeito, apds, o fragmento ter sido lavado diversas vezes
por solucdo mova fresca de Krebs. Depois de um periodo de 30 minutos os anéis de aorta
foram contraidos com noradrenalina NE (10‘7’0M) e outras curvas de concentragdo-efeito
obtidas com nitroprussiato para verificar a integridade da musculatura lisa da camada média

arterial.

3.2.10- Estatistica
As curvas de relaxamento foram comparadas por andlise de co-variancia.

Os valores do colesterol plasmatico e tecidual foram expressos em média e

desvio padrao e submetidos ao teste t de Student para valores nao pareados.

As médias dos valores controles e do grupo experimentacdo foram

comparadas pelo Teste de Student-Neuman-Keuls.
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Os valores do colesterol plasmético e tecidual e a magnitude da reversdo da
disfun¢do endotelial foram correlacionadas por andlise variancia e o Teste de Tukey.

Valores significativos foram aqueles com p < 0.05.

Os dados foram analisados no setor de estatistica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP, sendo utilizados Software
especifico:The SAS System for Windows (Statistical Analysis System), versao 8.02.) SAS
Institute Inc, 1999-2001, Cary, NC, USA. E Microcal Origin, versdo 5.0. Microcal
Software Inc, 1991-1997, Northampton, MA, USA.
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Do inicio ao final do experimento os animais dos quatro grupos apresentaram
pesos corporais similares, ndo havendo diferencas significativas entre os mesmos. Os
animais do grupo ndo hipercolesterolémico ndo demonstraram nenhum efeito adverso
aparente, sendo que o aspecto sauddvel de todos os animais indicou que, tanto o estado
sanitdrio, como o manejo foram adequados e eficientes e que o excesso de lipides em sua

alimentacdo ndo alterou, aparentemente, a satide dos animais.

4.1- Colesterol Plasmatico

No griafico 1 estdo demonstrados as médias e os desvios padrdoes da
concentracdo do colesterol plasmdtico total nos respectivos grupos. Da observacdo do

mesmo podemos analisar as diferencas entre os GN, GH e tratados GA e GR.

O colesterol plasmético do GH, foi de 752,44 + 7,06, aumentando 11,58 vezes

em relacdo ao valor do grupo GN 64,93 £7,06.

Nos grupos tratados (GA e GR), houve significante decréscimo nos valores do
colesterol plasmatico 256,05 +83,85 (GA) e 421,73 121,18 GR), em relacdo ao (GH)
752,44 + 7,06, sendo que os GA e GR, possuiram niveis 2,92 e 1,78 vezes menor que o

GH, em porcentagem um decréscimo de 63,88%para o GA e 44% para o GR.

Entre os grupos GA e GR, houve significincia estatistica nos niveis de
colesterol total (256,05 + 83,85mg/dl e 421,73 +121,18 mg/dl), em porcentagem a
diferenca foi de 19,88%.
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Gréfico 1- Colesterol total Plasmatico. Valores expressos em média e desvio padrdo dos

(GN), (GH) e tratados (GA e GR). *p< 0,05 para GH ¢ ° p< 0,05.

4.2- Triglicérides

O Grafico 2 representa as concentracdes plasmaticas de triglicérides em mg/dl
nos diversos grupos experimentais. Da observacdo do mesmo podemos avaliar a diferenca

entre os grupos, através da andlise estatistica.

O aumento de triglicérides no grupo GH (197,39 + 91,25) % em relagdo ao
grupo GN (116,03 + 36,57), foi de 1,18 vezes maior.

Ao examinarmos o grupo (GH) em relagcdo aos grupos tratados observamos que
os grupos tratados apresentaram uma reducdo significativa, sendo os grupos tratados GA

(92,43 +£36,57) e o GR (151,73 + 53,0) apresentavam reducdo significativa em relagdo ao
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grupo GH, correspondido em porcentagem uma redugdo de 53,17% para o GA e 23,13%
para o GR.

Ao analisarmos os grupos tratados podemos concluir que o GA 92,43 +36,57
teve uma diminuicdo com maior significancia entre todos os grupos e que apresentou uma

reducgdo de 1,64 vezes em relagdo ao GR (151,73 £53,0).
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Grifico 2- Triglicéride Plasmatico (mg/dl). Valores expressos em média e Desvio Padrio.
Dos Grupos: Nao hipercolesterolémicol (GN), Hipercolesterolémico (GH) e

Tratados (GA e GR). *p< 0,05 para GH e ° p< 0,05.
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4.3- Lipoproteinas Plasmaticas
4.3.1- LDL-Colesterol

Os grupos tratados apresentaram significante diminui¢do dos niveis séricos de
LDL-c em relacdo ao GH: 594,36 +£156,45, sendo esta diferenca de 3,37 e 1,68 vezes
menores, para 0 GA e GR (175,97 £84,84 e 352,53 +124,32) respectivamente.

| el
B GH
| I GA
700 - B GR

Griafico 3- LDL Colesterol Plasmatico (mg/dl). Valores expressos em média e desvio
padrdo. Dos Grupos: GN, GH e Tratados (GA e GR). *p< 0,05 para GH e
°p< 0,05.
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4.3.2- HDL-Colesterol

Ao efetuarmos a andlise dos niveis de HDL plasmadtico, podemos observar que
ocorreu aumento significativo entre o grupo GH (53,97 £17,38), comparados com o grupo
GN (29,56 +4,84). Ao se comparar o grupo GH (53,97 £17,38) em relacdo ao Grupo GA
(62,27 +9,36) podemos concluir que houve diferenca estatisticamente significante entre os

mesmos.

Em relacdo aos grupos GA e GR observamos que houve diferenca significativa

entre o GH (53,97 £17,38) e os grupos tratados GA (62,27 £9,36) e GR (39,01 £15,02).
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Griafico 4- HDL Colesterol Plasmdtico (mg/dl). Valores expressos em média e desvio
padrdo dos grupos: (GN), (GH) e tratados (GA e GR). *p< 0,05 para GH e
®p< 0,05.
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4.3.3- Colesterol Tecidual

O grupo GH (27,2 +4,97) apresentou concentracdo significativamente maior,
quando comparado com o grupo GN (20,46 +3,87) e em relacdo aos grupos tratados GA e

GR (17,93 4,97 e 20,88 £5,55). Os gurpos tratados reduziram o colesterol tecidual

estatisticamente siguinificativos em relagdo ao GH.

Bl GN
I GH
[ GA
. |l CGR

Col Aorta (mg/g)
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Grifico 5- Colesterol da Aorta (mg/g). Valores expressos em média e desvio padrio dos

grupos GN, GH e tratados GA e GR. *p< 0,05 para GH.
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4.3.4- Peroxidacao Lipidica

O teor de MDA nas particulas de LDL oxidadas e na parede da aorta
encontram-se nos graficos 6 e 7. Este teor de MDA foi significativamente reduzido nos
grupos tratados GA e GR (23,99+6,4 e 31,72+19,1), respectivamente, quando comparado

com o grupo GH (54,84 £11,25). Nao houve diferenca significativa entre os grupos tratados

GA e GR (23,99 +6,4 ¢ 31,72 £19).

Bl CN
I GH
[ GA

Col Aorta (mg/g)

GA

Grifico 6- Peroxidacdo Lipidica na parede da aorta (mg/g de tecido x 107°). Valores

expressos em média e desvio padrdo dos grupos: GN, GH e tratados GA e GR.

*p< 0,05 para GH.
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GA

Griafico 7- Peroxidacdo Lipidica nas particulas de LDL-oxidado (nMol/mg de proteina x

1079). Valores expressos em média e desvio padrdo dos grupos: GN, GH e

tratados GA e GR. *p< 0,05 para GH.

4.3.5- Funcdo Endotelial

O grafico 8 expressa a porcentagem de relaxamento dependente do endotélio
em anéis da aorta dos quatro grupos. Quando observamos os coelhos GH notamos que o
relaxamento foi significantemente menor que nos animais do grupo GN. Ambas as estatinas
grupos GA e GR melhoraram o relaxamento em relagdo ao GH, significantemente. Entre os
grupos GA e GR ndo houve significancia estatistica, ambas reduzindo a disfungdo

endotelial de modo similar.
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Grifico 8- Relaxamento Dependente do Endotélio de anéis adrticos pré contraidos com
Noradrenalina (NE) em resposta a Acetilcolina (ACH). Relaxamento expresso
em porcentagem na contragdo induzida pela NE (107%. Os pontos
representam a média e o desvio padrdao dos grupos: GN, GH e tratados GA e

GR. *p< 0,05 para GH.
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Tabela 1- Valores médios e desvio padrao do colesterol total e fracdes, colesterol da aorta,

malonodialdeido da aorta e LDL-oxidada.

GN GH GA GR
CT 64,93 £7,06 752,44 £171,76 256,95 £83,85* 421,73 £121,18*
TG 116,03 £17,28 197,39 £91,25 92,43 £36,57* 151,73 £53,0%*
LDL 16,81 £4,45 594,36 £156,45 175,97 £84,94 352,53 £124,32*
HDL 29,56 4,84 53,94 £17,38 62,27 £9,36* 39,01 £15,02
COL. AORTA 20,46 £3,87 27,20 £3,10 17,93 £4,97 20,88 £5,55
MDA 5,28 £0,54 8,94 £1,31 5,04 £2,33* 6,76 £1,97*
MDA-OX 32,14 £2,23 54,84 £11,25 23,99 £6,40* 31,72 £19,10%*
RMAX 92,69+6,8 60,01£7,85 76,64+12,03* 73,86 £8,26%*
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Evidéncia epidemioldgicas iniciais a partir do trabalho multicéntrico: Ensino de
Intervencdes dos Multiplos Fatores de Risco (MRFIT), com mais de 360.000 homens,
sugerem que o colesterol total (CT) estaria relacionado com maior indice de mortalidade
por doenca aterosclerética LA Rosa J.C et al; (1990); Martin M.J. et al; (1986).
Ultimamente, dados epidemiolégicos adicionais confirmam que concentragdes CT estdo
diretamente relacionados com a mortalidade por doenca arterial coronariana (DAC),
Verschuren W.ML.M. et al; (1995). Resultados de ensaios clinicos de curta e longa duragao,
sobre niveis de colesterol, t€m confirmado essa correlacdo Levine GN et al, (1995). Esses
trabalhos demonstram que eventos isquémicos coronarianos poderiam ser evitados e a

mortalidade diminuiria com redugdes eficazes de colesterol aterogénico, LDL-c.

Os medicamentos redutores dos niveis de colesterol apresentam diferentes
mecanismos de acdo sobre o metabolismo das lipoproteinas plasmaticas. Assim, 0s
inibidores da HMG-CoA redutase diminuem as concentra¢des intracelulares do colesterol
hepatico com o conseqiiente aumento dos receptores especificos para a captura da LDL,

aumentando a remogdo plasmatica de colesterol e LDL colesterol.

No presente estudo foi utilizado dois medicamentos inibidores da HMG-CoA
redutase a rosuvastatina, que foi introduzida no Brasil em final de 2004, e a atorvastatina
uma outra estatina ja estudada anteriormente. As doses destes medicamentos provém ampla
seguranca, se considerarmos a dose minima necessdria para produzir toxicidade em uma
variedade de tecidos (Evan et al. 2003, Dinko Susic et al, 2003) — As doses de 10mg/dia
para a atorvastatina e de 10mg/dia para a rosuvastatina, pois estas sdo eficazes e

preconizadas para o uso em humanos.

Com base nestes dados a dose de rosuvastatina utilizada foi, inicialmente, de
10mg/dia/animal, mas houveram alguns imprevistos que nos forcaram a baixar esta dose,

chegando a 2,5mg/dia para cada animal.

Observou-se que quando os animais estavam recebendo a dose minima eficaz
na redugdo de colesterol plasmatico padronizada pela literatura de 10mg/dia para o homem,
0s mesmos comegaram a rejeitar, tanto a ingestdo de racdo quanto a de dgua, tendo como

conseqiiéncia o 6bito de alguns animais. Para alguns destes ndo foi possivel definir o real
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fator causa mortis. No entanto, em outros constatou-se aumento muito grande no tempo de
coagulacdo comprovado por exames laboratoriais. Em alguns animais também foram
dosadas as enzimas hepdticas AST e ALT, assim como uréia e creatinina, onde se
observaram pequenas alteracdes. Nao foi realizado a dosagem toxicoldgica para saber se os
animais estavam intoxicados pelo medicamento. Tendo em vista esse imprevisto a dose foi
diminuida até que os animais sobrevivessem, chegando-se na dosagem de 2,5 mg/dia.
Revisando a literatura, ndo encontramos relatos da utilizacdo de rosuvastatina em modelos
de hipercolesterolemia tendo o coelho como animal de experimentacdo, o que dificultou, de

inicio, estabelecer a dose ideal.

A dose de atorvastatina foi aquela ja utilizada em estudo anterior realizado no
laboratorio de Estudos em Endotélio, Lipides e Aterosclerose/FCM/UNICAMP Almeida e
Ozaki (2001), visto que os animais suportaram bem a dosagem de 10mg/dia. Embora esta
dose de atorvastatina seja aquela utilizada em humanos e se tem mostrado eficaz em reduzir
o colesterol plasmadtico, ela deve ser muito alta para o coelho, em vista das diferencas entre
espécies, principalmente o peso. No entanto, a experiéncia com outras estatinas, além da
atorvastatina, tem demonstrado que o coelho necessita de doses nesses niveis para se
conseguir a mesma redugdo do colesterol plasmético que em humanos (Ribeiro Jorge et al,
2005). Diferencas devem existir na metabolizacdo de farmacos que justificam estas altas

doses nao determinarem toxicidade ou até mesmo serem letais para os animais.

No presente estudo, pode-se observar que a hipercolesterolemia induzida em
coelhos pela dieta enriquecida com 0,5% de colesterol provocou um aumento do colesterol
plasmaético obtido para o GH. Achados similares podem ser observados em outros estudos
Tomikawa et al. (1982); Roth et al.(1983); Mantha et al. (1993); Nensester et al. (1994), o

que demonstra ser o0 modelo adequado para este tipo de estudo.

Ao observar o GH e os Grupos Tratados GA e GR, se nota significante
decréscimo nos valores do colesterol plasméatico dos Grupos Tratados em relagdo ao GH.
Houve reducdo nos niveis de colesterol de 2,92 e 1,78 vezes menor que o GH, sendo estes

valores estatisticamente significantes.
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Ao se transformar estes valores em porcentagem, obtém-se uma reducdo de
65,88% para o GA, o que ja foi demonstrado por Nawrocki J.W et al. (1995) ao encontrar
reducdo de colesterol total com atorvastatina de até 61% em humanos, dependendo da dose
utilizada. Para dose de 10mg/dia de atorvastatina, como foi utilizada neste experimento, a
literatura relata queda de 26% de CT Heinonen T.M., (1996) o que demonstra ser esta dose
alta para coelho. Em porcentagem o GR obteve uma redugdo de 44% em relagdo ao grupo
hipercolesterolémico, Segundo Olsson et al (2003), Blasseto J. (2003), relataram em seus
trabalhos em humanos que a rosuvastatina pode chegar a reduzir o colesterol em 52% na

dose de 10mg/dia, com reducdo de até 63% na dose de 40mg/dia.

Em relacdo a poténcia dos medicamentos, a rosuvastatina possui maior eficicia
em reduzir CT, LDL-c e em aumentar a HDL em comparacdo com a atorvastatina. Jamas, P
H, et al, (2003) Mickenney et al, (2003) em estudos realizados em humanos, onde se
comparou a rosuvastatina com a atorvastatina nas doses de 10, 20, 40mg/dia para a
rosuvastatina, e 10, 20, 40 e 80mg/dia de atorvastatina, que os medicamentos possuem
realmente diferenca de poténcia, pois a reducdo de CT 36.8, 32.8, 37.6% para a
rosuvastatina e 21.1, 31.8, 35.8, 38.9% para atorvastatina, LDL-c foi de 45.8, 51.4, 55%
para o grupo que tomou a rosuvastatina e 40.2%, 42.6, 47.8, 51.1% para atorvastatina, nas
doses referidas, HDL 7.7, 9.5, 9.6% para a rosuvastatina e 5.1, 4.8, 4.4, 2,1% para a
atorvastatina , respectivamente, sendo assim, neste trabalho os autores demonstraram que a

rosuvastatina € 2 vezes mais potente que a atorvastatina.

Tomando como base estes relatos, o presente estudo confirma a maior poténcia
da rosuvastatina, uma vez que embora tenha determinado menor reducao nos niveis de CT,
LDLc e aumento de HDL que a atorvastatina, isto ocorreu em dose quatro vezes menor
(grafico 1). Mesmo assim, os valores em porcentagem se equivaleram aqueles vistos nos

estudos realizados no homem.

Ao se efetuar a andlise comparativa entre os grupos, a partir das concentragdes
plasméticas de triglicérides expressas no grafico 2, concluimos que o GH apresenta
aumento de 58,78% maior, em relacdo ao GN. Ja em relagdo aos grupos tratados observa-se
que estes apresentaram reducdo significativa, sendo que o GA apresentou uma maior

diminuic¢ao, 51,65 em relagao ao GH.

Discussao

61



Os relatos existentes na literatura referem que os inibidores da HMG-CoA
redutase ndo sdo bons redutores de triglicérides, como reportado por Jones et al (1991) e
por Dart et al (1997). Em nosso trabalho, quando comparamos as duas estatinas,
observamos uma diferenca entre elas, pois o GA apresentou diminui¢do com maior
significancia entre todos os grupos, o que significa em porcentagem, uma diminuicao de
53,17% para o GA e 23,13% para o GR, comparados com o GH. Hunninghake et al.
(2004), relata em seu trabalho, elaborado em humanos em estudo multicéntrico para
avaliacdo da eficdcia da rosuvastatina em reduzir os triglicérides, uma reducdo de 18 a
40%, dependendo da dose utilizada (5, 10, 15, 20, 40 e 80mg/dia). Como ja referido
anteriormente, mesmo as estatinas nao sendo bons redutores de triglicérides, em doses
maiores consegue-se maiores reducdes. No presente trabalho os indices de redugdes
maiores do que os encontrados na literatura para humanos, confirmam esta idéia, uma vez

que as doses utilizadas para ambas as estatinas devem ter sido altas.

A hipercolesterolemia induzida pela dieta provocou um aumento de 35,35 e
1,82 vezes de LDL-c e HDL-c respectivamente no GH, quando comparados com o GN,
acompanhando o aumento de CT. Achados similares foram observados nos trabalhos de

Kushwaha et al. (1978) e Tomikawa et al. (1982).

Os grupos tratados apresentaram significante diminui¢ao dos niveis séricos de
LDL-c em relagdo ao GH conforme pode ser observado no gréfico 3. Esta diferenca foi de
3,37 e 1,68 vezes para o GA 70,4% e 40,68% para o GR. Na literatura o relato de queda no
LDL-c fica em torno de 54% para a atorvastatina e 57,9% para a rosuvastatina Peter

Jonnes., (1998).

Ao se analisar o grafico 3 em relacdo aos grupos tratados observa-se que o0 GA
apresenta uma reducdo de LDL significante em relacio ao GR, sendo de 29,71% a
diferenca entre elas. Este resultado, também, deve estar relacionado com a diferenca das
doses dos respectivos medicamentos, pois a dose de rosuvastatina foi quatro vezes menor

que a da atorvastatina.

As altas concentracdes de LDL e o maior tempo de permanéncia na circulagao,
permite a maior passagem das LDL para as células endoteliais, onde podem sofre maior

oxidacdo pelos radicais livres que se formam normalmente nestes locais, como
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conseqiiéncia de reagdes metabdlicas, como por exemplo, a degradagdo do 6xido nitrico
Chin et al. (1992). Um grande nimero de radicais livres (hidréxido, per6xido, superéxido)
estdo envolvidos no processo da modificacdo da LDL, sendo sua oxidacdo dependente,

também, de suas caracteristicas fisicas e composicdes quimica( Croft et al.; 1995).

A oxidacdo da LDL ocorre, principalmente, no compartimento extracelular e
em microambientes protegidos dos antioxidantes naturais presentes no plasma. Sendo a
LDL-oxidada citotéxica, provoca a lesdo das células endoteliais e, a partir dai,
desencadeia-se agregacdo plaquetdria, liberacdo de fatores de crescimento e proliferacao
celular, além de promover o recrutamento e retengdo de macréfagos na intima arterial,
acentuando a disfuncdo endotelial (Witzum et al.; 2001). Portanto, a utilizagdo de um
redutor da oxidagao das LDL ¢é de fundamental importancia para a diminuicdo da lesdo das
células endoteliais e consequentemente, reducdo dos eventos patolégicos relacionados a

esta causa, principalmente a aterosclerose (Holvoet et al.;1998; Tamaga et al.; 2002).

Ao examinar e comparar a relagdo existente entre as concentragdes de
colesterol da aorta observados no grafico 4, podemos notar que o GH teve concentragao
significadamente maior, quando comparado com o GN e em relagao ao Grupos GA e GR.
Ao efetuar a comparacao entre os grupos tratados GA e GR podemos observar que o teor de
MDA nas particulas de LDL-ox na parede adrtica (Grafico 5 e 6), e das LDL-oxidadas foi
significantemente reduzida nos grupos tratados (GA e GR) respectivamente, quando
comparado com GH. Nao houve diferenca significativa entre os grupos tratados
(GA e GR). Foi demonstrado, entdo, que os medicamentos possuem um efeito redutor
semelhante na oxidacdo das LDL e da concentracao de colesterol na parede adrtica, como

jé referido anteriormente.

Pode-se notar, também, que a concentragdao de LDL-ox nos grupos tratados
(GA e GR) ¢ estatisticamente nao significante em relacdo a concentracdo do GN. Isto
demonstra o grande poder de redugcdo da peroxidacdo lipidica destes medicamentos
Wassmann et al. (2002), relata que este efeito das estatinas estd relacionado com a
diminuicdo da quantidade da expressio da NAD(P)H oxidase, que sdo produtoras de

peréxido.
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Em relacao ao HDL plasmatico, pode-se observar no grafico 4 que ocorreu um
aumento significativo entre o0 GH comparados com o GN. Ao comparar o GH, observando
este em relagdo ao GA houve um aumento de 17,29%, em relacdo ao GR. Este teve uma
reducdo de 27,68% em comparacio ao GH. Estes valores foram significativos

estatisticamente.

Em relacdo aos grupos tratados GA e GR nota-se uma diferenca significativa
entre os mesmos, sendo o valor de 37,30%, devendo este resultado se relacionar a diferenca

entre as doses dos medicamentos.

Experimentalmente, o processo de aterogénese pode ser percebido em apenas
uma semana de exposi¢do a uma dieta hipercolesterolémica, com mondcitos aderidos a
superficie endotelial, subseqiientemente, atingindo a intima vascular (Ross R. 1986). De
forma rdpida, a atividade inflamatdria se torna nitida, com aumento de expressdo de
moléculas de adesdao e migracao celular, favorecendo a seguir a diferenciacdo de mondcitos
em macréfagos, capacitando estas células a expressao de receptores para LDL oxidada que
levam a formacdo das células espumosas, uma etapa inicial da aterogénese Cybulsky Mi,
Gimbrone Jr MA. (1991), Butcher EC e Picker LJ. (1996). Ao lado destas observacdes
histolégicas, logo foi demonstrado que a hipercolesterolemia associava-se a disfungdo
endotelial, verificada pela resposta dilatadora atenuada a acetilcollina em experimentos

in vivo e in vitro (Girerd XJ et al. 1990; Cooke JP. et al.;1991).

Subseqiientemente, demonstrou-se que a aderéncia de mondcitos ao endotélio
era reduzida pelo estimulo a maior producao de NO por meio da L-arginina. Por outro lado,
mesmo em animais normocolesterolémicos, tratados com um inibidor da sintese de NO, a
nitroarginina, observou-se o inverso, ou seja, grande aumento na adesdo de mondcitos ao

endotélio (Tsao P. et al.; 1994).

Apds o surgimento das estatinas, essas proporcionaram sélidas evidéncia de
beneficios na func¢ao endotelial em estudos experimentais e humanos. Durante muitos anos,
atribuiram-se os beneficios na func¢do endotelial a sua acdo hipocolesterolemiante. Em
1997, Ribeiro Jorge et al, demonstraram em coelhos hipercolesterolémicos tratados com

pravastatina e sinvastatina, que ocorreu melhora na disfuncdao endotelial nos animais
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tratados com pravastatina a partir do 4° dia de administracao do medicamento, com redugao
da peroxidacdo lipidica, embora sem grandes alteracdes nos niveis do colesterol plasmaético,
invocando uma ac¢do rdpida da reversdo da disfun¢do endotelial com eventual aplicacdo
clinica nas sindromes coronarianas agudas. Em 2004 Almeida et al, concluiram que a
fluvastatina provoca melhoras significativas na disfuncdo endotelial em coelhos
hipercolesterolémicos apds 30 dias de tratamento com o medicamento, sendo que esta
melhora possui uma intima relagdo entre os valores de colesterol sérico e tecidual. Assim,
nos ultimos anos, considerdvel atencdo tem sido dada aos chamados efeitos peliotropicos

das estatinas, (Ribeiro Jorge et al.; 1994).

Chegando ao descobrimento do importante papel da via de sinalizagao celular
mediada pelas proteinas isopreniladas, particularmente pelo geranil-geranil pirofosfato
(GGPP), com implicagdes diretas em vérias propriedades da célula endotelial, incluindo a
prépra inibicdo da eNOS, se observou que, com a inibi¢do da conversdo da HMG-CoA em
mevalonato, produzido pelas estatinas, produz-se a expressao de GGPP e do sistema
Rho-dependente, determinando maior expressao de fator tecidual Masato E. et al. (2002),
de fatores de proliferacdo celular Eberlein M. et al. (2001), aumento da expressdo da
COX-2 e, como conseqiiencia, produzindo maior sintese de prostaciclina
(Degraeve F. et al.; 2001). Assim, as estatinas ndo sdo apenas potentes inibidores da sintese
do colesterol. O seu beneficio clinico na prevengdo primdria e secunddria da doenca
aterosclerdtica parece estender-se além do esperado pela simples alteragdo do perfil
lipidico, sugerindo que as evidéncias experimentais e clinicas destes efeitos pleiotrépicos
possam ser importantes na estabilizagcdo da placa e reducdo do estresse oxidativo,

inflamacao e restauracdo de varias propriedades das células endoteliais.

Quando se analisa a fun¢do endotelial, através do relaxamento dos anéis adrtico
grafico 8, nota-se que o GH apresenta reducdo significamente menor que os animais do
GN. Esta observacdo € confirmada por Torak et al. (2002), onde os autores induziram
hipercolesteolemia em ratos geneticamente modificados. No estudo em discussdo, ambas as
estatinas melhoraram o relaxamento até préximo do normal, quase que indistintamente,
como observado no gréafico 8. Quando efetua-se essa andlise em porcentagem, obtém-se

que o GH apresentou uma redu¢do no relaxamento dependente do endotélio de 35,25% em
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relacdo ao grupo ndo hipercplesterolémico. Isto demonstra que a hipercolesterolemia

provoca uma reducdo significativa na funcao endotelial.

Quando se compara os grupos tratados (GA e GR) respectivamente, nota-se
significante melhora na disfungdo endotelial em relacdo ao GH, podendo ser observados no
gréfico 8, sendo estes valores em porcentagem de 33,09% para o GA e 22,37% para o GR.
Este fato deve estar relacionado com a reducdo dos niveis de CT e, principalmente, de
LDL-c, como referido também, por AIKAWA et al. (2002). Segundo os autores a redugdo
lipidica provoca diminuicdo no estresse oxidativo revertendo a disfungcdo endotelial

induzida pela dieta hiperlipidica em coelhos hipercolesterolémicos.

Ao observar os resultados dos grupos tratados (GA e GR) em relacdo ao grupo
nao hipercolesterolémico GN apresentados no grafico 8, observa-se uma redugdo entre os
mesmos pois para o GA se tem uma reducio de 13,82% e de 20,75% para o GR em relagcdo
a funcdo endotelial. Este fato indica que mesmo com a utilizacdo dos medicamentos nao se
consegue atingir uma resposta dependente do endotélio equivalente ao GN. Este fato pode
estar relacionado, com o valor de CT, LDL e MDA-ox que ainda se apresentam altos,
perante os valores apresentados pelo grupo ndo hipercolesterolémico. Ja os resultados
observados para o colesterol tecidual e peroxidacdo lipidica aproximam-se muito ou até
mesmos, sdo menores que os do GN. Pode-se deduzir entdo que a reversdao na disfungao
endotelial se deve mais as modificagdes determinadas no colesterol tecidual e na

peroxidacao das LDL-c do que na prépria redugdo do colesterol sérico.

Entre os dois grupos tratados nio hd diferenca estatisticamente significativa na
redugdo da disfun¢do endotelial consequente a hipercolesterolemia induzida por dieta em

coelhos.

Em relacdo a melhora da funcdo endotelial, observa-se, pelos resultados
encontrados, que a rosuvastatina na dose utilizada neste trabalho, melhorou este parametro
em um nivel semelhante as outras estatinas disponiveis no mercado, segundo trabalhos
revisados na literatura e do préprio servico onde se realizou o estudo Blumenthal RS
(2001), Ribeiro Jorge et al. (1994), Almeida EA e Ozaki MR (2001), Ribeiro Jorge, et al.
(2004) Ribeiro Jorge et al.(2005).
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1. A atorvastatina e a rosuvastatina reduzem a susceptibilidade da LDL de
sofrer peroxidacdo lipidica “in vitro”, diminuiram o colesterol tecidual e

melhoraram a disfun¢do endotelial de forma semelhante;

2. A atorvastatina apresentou melhor efeito na redugdo dos niveis plasméticos
de colesterol total, triglicérides, LDL e aumento da HDL em relacdo a

rosuvastatina nas doses utilizadas neste experimento.
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