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Morfometria do Arco Adrtico de Coelhos com Ateroma Induzido Tratados com

Resveratrol como Modelo Experimental na Prevencio da Aterosclerose.

Morphometry of Aortic Arch of Rabbits with Induced Atheroma Treated with
Resveratrol as Experimental Model for the Prevention of Atherosclerosis

M. CASTRO*, M. R. PACHECO, M. R. F. MACHADO
Departamento de Morfologia, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP,
Campus de Jaboticabal, Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n, 14884-900,
Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil: Tel: 16 32092654; fax: 16 32035150; e-mail:

castrocati@yahoo.com.br, rpacheco@fcav.unesp.br.

RESUMO: Aterosclerose ¢ um condicao inflamatdria fibro-proliferativa cronica associada a
producgdo de espécies oxidantes. O composto fenolico resveratrol encontrado principalmente
na uva e no vinho tinto, parece ter atividades cardioprotetoras previnindo a oxidagdo de
lipoproteinas de baixa densidade. Neste estudo investigou-se o efeito do resveratrol na
prevencao da ateromatose induzida, por meio de estudos morfométricos das tunicas intima,
média e adventicia do arco adrtico. Para tanto, foram utilizados 20 coelhos divididos em
quatro grupos os quais receberam as seguintes dietas durante 60 dias: grupo controle (CT)
racdo normal; grupo resveratrol (R) racao normal e resveratrol na dose de 3 mg/Kg/dia;
grupo colesterol (CL) racdo acrescida de 1,5% de colesterol; grupo colesterol mais resveratrol
(CR) ragao acrescida de 1,5% de colesterol e administracdo simultanea de resveratrol na dose
de 3mg/Kg/dia. O estudo morfométrico revelou maior espessamento da tinica intima no
grupo CL, espessamento da tinica média para os grupos CL ¢ CR, porém, sem diferenca entre
eles, e, quando analisado espessura da tinica adventicia, o grupo CL diferiu dos grupos CT e

R porém, nao diferiu do grupo CR. Pelos resultados obtidos neste estudo através de analise
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morfométrica, segere-se que o resveratrol atua como agente preventivo no desenvolvimento
de lesdes ateroscleroticas.

Palavras-chave: Antioxidante. Aterosclerose. Coelho. Morfometria. Resveratrol

SUMMARY: Atherosclerosis is a chronic fiber-proliferative inflammatory condition
associated with the production of oxidant species. The phenolic compound resveratrol, found
mainly in grapes and red wine, seems to have cardioprotective activity by preventing the
oxidation of low-density lipoproteins. In this study we investigated the effect of resveratrol in
the prevention of induced atheromatosis, by morphometric studies of tunica intima, media and
adventitia of the aortic arch. Thus we used 20 rabbits divided into four groups which received
the following diets for 60 days: control group (CT) normal ration; resveratrol group (R)
normal ration and resveratrol at a dose of 3 mg/kg/day; cholesterol group (CL) 1.5% of
cholesterol added to the ration; group cholesterol plus resveratrol (CR) 1.5% of cholesterol
added to the ration and simultaneous admnistration of resveratrol at a dose of 3 mg/kg/day.
The morphometric study showed greater thickening of tunica intima in CL group, thickening
of tunica media in CL and CR groups but without differences between them, and when
analyzing the thickness of tunica adventitia, CL group differed from CT and R groups but did
not differ from CR group. The results obtained in this study using morphometric analysis,
suggest that resveratrol acts as a preventive agent in the development of atherosclerotic
lesions.

Key words: Antioxidants. Atherosclerosis. Rabbit. Morphometry. Resveratrol
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As doengas cardiovasculares atualmente, sdo as principais causas de morbidade e
mortalidade, sendo o problema de satide mais importante entre a populagdo adulta em paises
desenvolvidos. Existe uma grande variagdo em sua incidéncia e taxas de mortalidade, sendo a
area do Mediterraneo, a que apresenta taxas mais baixa do mundo. A Organizagdo Mundial de
Satude prevé que a prosperidade econdmica global possa levar ao alastramento do problema
aos paises em desenvolvimento, nos caso destes adquirirem os habitos ocidentais (PEREZ et
al., 1998).

A aterosclerose ¢ a condicdo patoldgica que antecede a maior parte dos episddios
cardiovasculares, nomeados infartos do miocardio e acidentes vasculares cerebrais (COTRAN
& SCHOEN, 2000).

As placas aterosclerdticas sdo constituidas principalmente por células, incluindo
células musculares lisas, macréfagos e outros leucocitos; matriz extracelular do tecido
conjuntivo, incluindo colageno, fibras elasticas e proteoglicanas e depositos lipidicos
intracelulares e extracelulares. Os ateromas tipicos contém uma quantidade relativamente
abundante de lipidios invadindo as tlnicas intima, média e em lesdes avancadas a adventicia
de artérias de médio e grande calibre, particularmente aquelas localizadas em areas de alta
pressdo sanguinea. O desenvolvimento das lesdes ¢ afetado por varios fatores sistémicos,
dentre eles podemos citar alguns como a hiperlipidemia, hipertensdo arterial, obesidade e
sedentarismo, diabetes, fatores hemodinamicos, o tabagismo entre outros (COTRAN &
SCHOEN, 2000).

Resveratrol ¢ um antioxidante utilizado amplamente na dieta do Mediterraneo que tem
atraido consideravel atencdo como agente terapéutico.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do resveratrol como agente terapéutico na
prevengcdo das lesdes ateroscleroticas induzidas em coelhos, por meio de estudo

morfométrico, das tinicas intima, média ¢ adventicia na regido do arco aortico. O propodsito
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deste estudo foi disponibilizar informacdes a profissionais da area da satide Humana e
Veterinaria, ja que algumas ragas de cdes e gatos sdo susceptiveis a hipercolesterolemia e

hipertrigliceridemia primaria podendo consequentemente desenvolver a aterosclerose.

MATERIAL E METODOS:

Resveratrol e colesterol foram adquiridos respectivamente da Pharma Nostra (Rio de
Janeiro, RJ) e Vetec (Duque de Caxias, RJ). A racdo utilizada para alimentagdo dos animais
foi a de manutencdo para coelhos adultos, Purina (Paulinica, SP) e a adicdo de 1,5% de
colesterol no alimento foi realizada no Departamento de Nutricdo Animal. Os coelhos foram
mantidos no Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV, Campus
de Jaboticabal, durante um periodo de 60 dias. O experimento foi realizado de acordo com
aprovagio da Comissdo Etica da Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal —
UNESP.

Manutenc¢do dos animais: Para este estudo foram utilizados vinte coelhos machos
adultos, com peso médio de 2,5 Kg, higidos, da raca Nova Zelandia Branco, durante o periodo
de 15 de margo a 15 de maio de 2007. Os animais foram previamente alimentados com racao
normal durante 1 semana. Estes animais foram entdo divididos em quatro grupos
experimentais formados por cinco animais cada recebendo a seguinte alimentagdo: grupo
controle branco (CT) recebeu ragdo para manutenc¢io; grupo (R) ra¢do para manutengdo e
administracdo simultanea de resveratrol (3 mg/Kg/dia) via oral; grupo (CL) 1,5% de
colesterol acrescido na racdo de manutencdo; grupo (CR) 1,5% de colesterol acrescido na
racdo de manutengdo ¢ administragdo simultinea de resveratrol (3mg/Kg/dia) capsulas por via
oral. Para o preparo da dieta hipercolesterolémica adicionou-se colesterol em po6 a racdo de

manutengdo, previamente moida, que apos este procedimento foi misturada, peletizada
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novamente e mantida em ambiente refrigerado. A dose de resveratrol utilizada foi baseada em
prévios estudos realizados por WANG et al. (2005). Durante o experimento o fornecimento
de agua foi ad libitum e a quantidade de rago para todos os animais foi de 100 g/dia.
Finalizado o periodo experimental, os animais foram desprovidos de alimento durante 18
horas, eutanasiados com pentobarbital sodico e o arco aortico foi removido. Este segmento
arterial foi cuidadosamente lavado com solucdo salina e fixado em solu¢do de Bouin durante
24 horas a temperatura ambiente. Apds a visualizagdo macroscopica das placas, o segmento
do arco adrtico foi processado rotineiramente para a inclusdo em histosec. Posteriormente foi
realizado a microtomia semi-seriada, com cortes histoldgicos a espessura de Spum, e intervalos
de 10 pum, onde entdo foram corados pelas técnicas do tricromico de Masson e da
hematoxilina — eosina (TOLOSA et al., 2003) observados e fotomicrografados em um
fotomicroscopio da Leica DM 5000 B para analise morfométrica. Este estudo foi realizado
avaliando-se, em micrometros, as espessuras das tinicas intima, média e adventicia das areas
ateroscleroticas do segmento do arco adrtico. Para cada animal foram confeccionadas cinco
laminas com cinco cortes histologicos.

A analise estatistica foi feita utilizando analise de varidncia (ANOVA). Para avaliar as
médias foi utilizado teste de Tukey. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

RESULTADOS:

A analise estatistica dos resultados referentes aos valores médios + desvio padrdo da
espessura das tunicas do segmento do arco adrtico obtidos neste estudo, estio expostos na

figura 1.
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Animais alimentados com dieta de manutengdo ndo apresentaram lesdes
ateroscleroticas, enquanto que estas lesdes foram evidentes nos grupos CR e CL. A
severidade das lesoes foi significativamente reduzida naqueles animais do grupo que recebeu
resveratrol (CR) baseado nos resultados das medidas em micrometros da tinica intima, com
valores de 188,35 + 95,36 para o grupo CL e valores de 64,26 + 9,19 para o grupo CR, ¢ da
espessura total da parede com valores de 863,47 £105,56 ¢ 681,60 + 94,27 para o grupo CL e
CR respectivamente. Nos animais do grupo CR observou-se um padrio de lesdo mais
organizado com menor nimero de camadas de macrofagos espumosos e goticulas lipidicas
extracelulares na tunica intima.

Os valores da tunica intima em pm indicaram que o grupo CL diferiu
significativamente (p<0,05) dos grupos CT, R e CR, os quais ndo diferiram entre si .

Os valores da tunica média em pm evidenciaram que houve um maior espessamento
da tanica média para os animais dos grupos CL ¢ CR quando comparados aos grupos CT e R,
que foram normais.

Na analise dos valores da tinica adventicia, verificou-se diferenca entre os grupos
estudados, o grupo CL ndo diferiu do grupo CR, porém os grupos CL e CR diferiram
significativamente (p<0,05) dos grupos CT e R.

Os valores de espessura total, medidas das tinicas intima, média e adventicia

mostraram que o grupo CL diferiu significativamente (p<0,05) entre os grupos CT , R e CR.

DISCUSSAO:

Na analise morfométrica dos resultados deste estudo, verificou-se que a espessura da

tunica intima dos animais do grupo CR foi semelhante aquela dos grupos CT e R, mostrando

que houve uma significativa diminui¢do da infiltracdo por macréfagos espumosos quando
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comparado aos animais do grupo CL o que concordou com as evidéncias de WANG et al.
(2005) quando comprovaram o efeito anti-aterogénico do resveratrol. J&4 MOREL et al. (1994)
em trabalhos semelhantes utilizando Vitamina E e¢ C ndo observaram diminui¢do no
desenvolvimento das lesdes ateroscleroticas.

Entretanto, houve um maior espessamento da tinica média para os animais dos grupos
CL e CR quando comparados aos grupos CT e R, que foram normais. Este resultado para a
tunica media diferiu daqueles encontrados por WANG et al. (2005) onde ndo foi constatada
diferenca para os grupos hipercolesterolémicos e controle.

Na analise morfométrica da tinica adventicia verificou-se diferenca entre os grupos
estudados; diferenca esta, ndo em conseqiiéncia dos estagios das lesdes, podendo-se aventar a
hipotese que houve uma interferéncia casual, considerando-se que as lesdes encontradas
foram classificadas como tipo III ou seja, ndo avancadas.

Pode-se imaginar que o resveratrol diminuiu o desenvolvimento das lesdes
ateroscleroticas com respaldo em alguns relatos da literatura sobre este composto polifenodlico
onde foi observado um amplo aspecto de efeitos biologicos, tais como propriedades
antioxidantes, antiplaquetarias, protetoras endoteliais e sua atividade na proliferacio de CML
(FREMONT, 2000). Estudos feitos por WAKABAYASHI (1999) comprovaram que os
polifendlicos do vinho tinto foram capazes de reduzir a oxidagdo plasmatica de LDL, também
FREMON et al. (1999) em estudos in-vitro utilizando alguns compostos antioxidantes,
observaram que aqueles do vinho tinto mostraram notavel inibicdo da peroxidagdo de LDL
(80-90%) enquanto o extrato citrico e o extrato de soja demonstraram 70% e 55% de inibicao
respectivamente. Os antioxidantes presentes no vinho tinto, segundo ZHAO et al. (2001)
foram capazes de inibir o estresse oxidativo endotelial causado apos uma refeicdo rica em
gordura, principalmente em pacientes com doenca coronaria. MARTIN & FREI (1997)

pesquisaram a atuacdo da vitamina C na oxidacdo da LDL e evidenciaram que esta atuou
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prevenindo as modificacdes oxidativas por depurar radicais livres e outras espécies reativas
que podem interagir com o LDL. Também MORENO et al. (2000) descreveram por meio de
um estudo in-vitro, que o efeito antioxidante proporcionado pelos compostos fendlicos foi
maior do que aquele promovido pelas vitaminas C ¢ E. ASCIAK et al. (1995) ao estudarem in
vitro o efeito do trans-resveratrol, alguns compostos fendlicos derivados do vinho e alguns
antioxidantes, sob a agregacdo plaquetdria e a sintese de eicosandides em células humanas,
observaram um bloqueio na agregacdo plaquetaria e uma reducéo na sintese de eicosandides,
o que segundo estes autores, contribuiram para um efeito cardioprotetor do resveratrol,
principalmente na aterosclerose e em pacientes com doenga corondria. Também, outra
explicagdo para a atividade cardioprotetora do resveratrol seria pela melhora da funcdo
endotelial, conforme observado por ZOU et al. (2003) em seus trabalhos onde os niveis
plasmaticos de endotelina tiveram uma diminui¢cdo ¢ os niveis de oxido nitrico aumentaram
promovendo assim uma maior vasodilatacdo. Outra observacdo que poderia explicar o efeito
do resveratrol na aterosclerose, deve-se aos seus efeitos na migracdo e proliferagdo de células
musculares lisas. Assim, em estudos in vitro com células musculares retiradas da aorta de
bovinos, verificou-se que com o uso do resveratrol, em uma dose dependente, houve uma
diminuicdo na proliferagdo das mesmas; j& em outro estudo utilizando células de ratos,
também houve uma diminuicdo da hiperplasia intimal na parede vascular em lesdes
provocadas (ARAIM et al., 2002; GU et al., 2006).

Ressalta-se ainda o efeito benéfico do resveratrol na preservacdo da integridade do
endotélio, pois observa-se em alguns trabalhos seu efeito inibidor na expressdao de VCAM-1,
ICAM-1 e no fator de transcrigdo NF- kf3, responsavel este ultimo, por efeitos moduladores

pro-inflamatorios (FERRERO et al.,1998; MANNA et al., 2000; Wung et al., 2005).

CONCLUSAO:
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Conclui-se por meio deste estudo morfométrico que o resveratrol atua como agente
preventivo no desenvolvimento da lesdo aterosclerodtica, e que uma suplementacdo dietética
com resveratrol para humanos e espécies animais susceptiveis a aterosclerose mostra ser uma

possivel alternativa para ajudar na prevencao do desenvolvimento desta enfermidade.
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271  Figura 1 - Valores médios totais da espessura da parede (intima +média+adventicia),
272 (%desvios padrdo) de coelhos da raga Nova Zelandia Branco, dos grupos controle (CT),

273 resveratrol (R), colesterol (CL) e colesterol + resveratrol (CR).

Grupo Média Desvio Padrao
CT 490,47c 52,67
R 498,32c 30,75
CL 863,47a 105,56
CR 681,60b 94,27

274  Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, diferem entre si (p<0,05) pelo teste de
275  Tukey.
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