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RESUMO 

 

A hiperplasia da íntima permanece um desafio às intervenções vasculares por 
provocar redução da luz dos vasos com diminuição do fluxo sanguíneo aos tecidos, 
levando a complicações cardiovasculares como infarto do miocárdio, acidente 
vascular cerebral e amputação de membros. A Moringa oleifera tem mostrado reduzir 
o colesterol sérico em 52% e a placa aterosclerótica em 86% nas carótidas de coelhos 
em dieta hipercolesterolêmica, mostrando assim, potencial considerável para prevenir 
doenças cardiovasculares e a hiperplasia miointimal. A Moringa oleifera apresenta 
potente ação antioxidante, efeitos: anti-inflamatório, hipolipemiante, 
hipocolesterolemiante, anti-hipertensivo, antitumoral e antidiabético, resultantes de 
seus componentes polifenóicos. Esses efeitos podem convergir para a inibição da 
hiperplasia miointimal. A amostra foi constituída de coelhos com aterosclerose 
induzida pela gema de ovo e desnudação endotelial da artéria ilíaca externa direita 
por balão. O Grupo (Cz) foi tratado com Cilostazol 50 mg/dia, o Grupo (Mo) tratado 
com 200 mg/kg de peso corporal de moringa ao dia e o Grupo (SF) tratado com 10 
mL/dia, todos tratados por via oral durante cinco semanas. A variável primária foi a 
diferença de média de hiperplasia miointimal. As variáveis secundárias foram a média 
de espessura da parede em cada grupo, as médias de Colesterol total, Triglicerídeos, 
HDL, LDL, VLDL e na imuno-histoquímica: a média de área de C4d e de HHF35 
monoclonal. A amostra foi estimada em 30 coelhos, divididos em três grupos de dez 
animais. Nos resultados, a diferença de média de hiperplasia miointimal avaliada por 
análise de variância ANOVA (one way) resultou em diferença estatísticamente 
significante entre os grupos (p<0,0001), com maior redução de média de espessura 
de parede miointimal no grupo (Cz), mostrando melhor resposta ao tratamento com o 
cilostazol. A avaliação da média inicial e final do colesterol total pela análise de 
variância; ANOVA (two way) entre os grupos, apresentou resultados estatísticamente 
significativos (p=0,0043), mostrando também, maior redução pelo tratamento com o 
cilostazol. A média inicial e final do HDL em cada grupo, avaliados pela análise de 
variância; ANOVA (two-way), entre os grupos, apresentou diferença estatisticamente 
significantes (p=0,0044), evidenciando maior média ou aumento de HDL pelo 
tratamento com a Moringa oleifera. Em conclusão, a diferença de média de hiperplasia 
miointimal na artéria ilíaca de coelhos com aterosclerose, tratados com Moringa 
oleifera, comparado com cilostazol, apresentou maior redução no grupo tratado com 
cilostazol. 

 

Palavras-Chave: Hiperplasia. Coelhos. Moringa oleifera. Aterosclerose. Cilostazol. 



 

 

ABSTRACT 

 

The intimal hyperplasia remains as a challenge to vascular interventions because it 
causes vessel lumen reduction with weaken blood flow to the tissues, leading to 
cardiovascular complications such as myocardial infarction, stroke and limb 
amputations. Moringa oleifera has shown efficiency to reduce serum cholesterol by 
52% and 86% of atherosclerotic plaque in the carotid arteries of rabbits with 
hypercholesterolemic regimen, showing thus considerable potential to prevent 
cardiovascular diseases and myointimal hyperplasia. The Moringa oleifera has a 
powerful antioxidant activity, effects: anti-inflammatory, hipolipidemic, 
hypocholesterolemic, anti-hypertensive, anti-tumor and anti-diabetes responses, 
resulting from its polyphenol components. These effects may converge for inhibiting 
myointimal hyperplasia. The sample consisted of rabbits with atherosclerosis induced 
by egg yolk and endothelial denudation of the right external iliac artery by balloon. The 
Group “Cz” was treated with cilostazol 50 mg/day. Group “Mo” treated with 200 mg/kg 
body weight daily of Moringa and Group “SF” was treated with 10 ml/day, all orally 
treated for five weeks. Primary variable was the mean difference of myointimal 
hyperplasia. The secondary variables were the average vessel wall thickness in each 
group, the means of total cholesterol, triglycerides, HDL, LDL, VLDL and 
immunohistochemistry: the average area of C4d and monoclonal HHF35. The sample 
was estimated in 30 rabbits divided in three groups of ten animals. As results, the 
average difference of myointimal hyperplasia assessed by ANOVA analysis of 
variance (one way) resulted in a statistically significant difference between groups 
(p<0.0001), with higher average reduction of myointimal wall thickness in the group 
“Cz”, what shows a better response to treatment with cilostazol. The evaluation of the 
initial and final average of total cholesterol by analysis of variance; ANOVA (two way) 
between the groups showed statistically significant results (p=0.0043), also presenting 
greater reduction by treatment with cilostazol. HDL initial and final means in each group 
evaluated by analysis of variance; ANOVA (two-way) between the groups, showed a 
statistically significant difference (p=0.0044), reflecting higher average or increased 
HDL by treatment with Moringa. As conclusion, the average difference of myointimal 
hyperplasia in the iliac artery of rabbits with arteriosclerosis, treated with Moringa 
oleifera compared to cilostazol, presented a greater reduction in cilostazol treatment 
group 

Keywords: Hyperplasia. Rabbits. Moringa oleifera. Atherosclerosis. Cilostazol. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Contexto 

A hiperplasia da íntima permanece um desafio às intervenções vasculares por 

provocar espessamento e redução da luz dos vasos, impedindo o fluxo sanguíneo, 

adequado para os tecidos, levando a complicações cardiovasculares como infarto do 

miocárdio, acidente vascular cerebral, amputação de membros (STERPETTI et al., 

1996; MIN et al., 2007; TAKIGAWA et al., 2012; XU; SHI; CHEN, 2012; BAHNSON et 

al., 2015), e, como consequência, importante mortalidade mundial de 

aproximadamente 20 milhões de pessoas ao ano (XU; SHI; CHEN, 2012).   

A Moringa oleifera tem mostrado efeito promissor sobre as doenças 

cardiovasculares, quando em estudo experimental, reduziu o colesterol total sérico em 

52% e a placa aterosclerótica em 86% nas carótidas de coelhos em dieta 

hipercolesterolêmica, comparadas com as carótidas de coelhos do grupo controle com 

mesma dieta (CHUMARK et al., 2008), mostrando assim, potencial considerável para 

prevenir doenças cardiovasculares e a hiperplasia miointimal (MEHTA et al., 2003; 

CHUMARK et al., 2008). Também foi demonstrado, a inibição do espessamento da 

membrana basal de ratos diabéticos, quando comparados com os diabéticos não 

tratados (KUMAR GUPTA et al., 2013). 

Esta ação da Moringa oleifera resulta de seus componentes em conjunto; 

principalmente, os flavonoides que se destacam entre os mais potentes antioxidantes 

vegetais (SIDDHURAJU; BECKER, 2003). Além de suas formas estruturais: flavonóis, 

flavonas, isoflavonas, flavononas, flavanol que são moléculas capazes de estabilizar 

ou desativar radicais livres antes do ataque celular (KALIORA; DEDOUSSIS; 

SCHMIDT, 2006).   

O potencial da Moringa oleifera em prevenir as doenças cardiovasculares 

(CHUMARK et al., 2008), resultante de seus efeitos; anti-inflamatório e antioxidante 

vegetal, superior aos antioxidantes naturais (SIDDHURAJU; BECKER, 2003). Os 

antioxidantes naturais já haviam mostrado redução, significativa, da hiperplasia 

miointimal e da aterosclerose em coelhos, ratos, hamsters e em primatas não 

humanos (CHISOLM; STEINBERG, 2000).  

Por estas razões, a Moringa oleifera tem importância medicinal, econômica-

industrial e na produção de medicamentos e alimentos. Esses benefícios medicinais 
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para a humanidade são advindos dos efeitos; nutricionais, anti-inflamatório, 

hipolipemiante, hipocolesterolemiante, anti-hipertensivo, antitumoral, antioxidante e 

antidiabético (FAIZI et al., 1998; GHASI, NWOBODO; OFILI, 1999; MEHTA et al., 

2003; ANWAR et al., 2007; MOYO et al., 2012; HUSSAIN; MALIK; MAHMOOD, 2014).  

Assim, a Moringa oleifera é uma planta tropical, utilizada como um importante 

complemento alimentar, em países da África, da Ásia, e, tem sido muito utilizada no 

nordeste brasileiro, na purificação da água para consumo humano, através do extrato 

das sementes (SANTOS, 2007). Desta forma, é uma planta muito valorizada nos 

países tropicais e subtropicais, pelo seu teor nutritivo e grande fonte de vitaminas.  

Assim, em sua composição, contém vitaminas; A, C, E, ácido nicotínico, ácido fólico, 

piridoxina, riboflavina, β-caroteno, sais minerais, aminoácidos, proteínas, fósforo, 

cálcio, ferro, que apresentam propriedades profiláticas e curativas para muitas 

enfermidades (MAKKAR; BECKER, 1997; ANWAR et al., 2007). 

As doenças cardiovasculares, que se iniciam após uma lesão vascular; seja por 

angioplastia, por balão, stents ou pontes arteriais, induzem a proliferação e migração 

celular da camada média para formação da hiperplasia na íntima, inflamação com 

remodelamento da parede, formação de estenose e obstrução vascular, levando a 

complicações vasculares (NEWBY, 2006; GUZELOGLU et al., 2012; XU; SHI; CHEN, 

2012). 

Desta forma, durante o remodelamento da parede, altas taxas de reestenose 

por hiperplasia miointimal são relatadas após intervenções endoluminais, o que 

estimulou pesquisadores a estudar a biologia e a fisiopatologia da resposta vascular 

à lesão. Assim, surgiram os modelos experimentais com técnicas de denudação 

endotelial por meio de balão expandido intraluminal, facilitando o entendimento da 

instalação da hiperplasia miointimal, após uma angioplastia (DAVIES, 2007). 

Diante desses conhecimentos, surgiram pesquisas para a descoberta de 

mecanismos para inibir a hiperplasia da íntima, quando foram realizados experimentos 

com drogas, objetivando impedir essa complicação, após intervenções vasculares. 

Assim, inicialmente, o clopidogrel foi comparado com dobesilato de cálcio em coelhos 

com desnudação endotelial por balão e foi mostrado diminuição da hiperplasia 

miointimal, quando comparado com o grupo controle, não tratado (CORTELEKOGLU 

et al., 2006). 

Da mesma forma, o cilostazol demonstrou reduzir a hiperplasia da íntima em 

artérias de coelhos submetidos à lesão endotelial por balão. Esse fármaco impede a 
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proliferação celular e inibe a infiltração de macrófago na parede arterial, reduz a 

atividade da proteína quimiotática do monócito-1 e diminui a expressão da enzima 

metaloproteinase 9. Seu efeito anti-inflamatório inibe a agregação plaquetária e a 

fosfodiesterase III (PDE3), o que leva a ação vasodilatadora e, por conseguinte, é útil 

no tratamento da claudicação intermitente. Isto pode fornecer uma forma promissora 

de prevenção de aterogênese e reestenose (TSAI et al., 2008).  

De outra forma, porém, com o mesmo objetivo (USUI et al., 1999) demostraram 

que a terapia fotodinâmica por irradiação intraluminal inibe a hiperplasia da íntima, 

após lesão endotelial por balão. 

Também, (PARK et al., 2003) empregaram o paclitaxel, associado à 

antiagregante convencional e conseguiu redução da hiperplasia miointimal, como da 

reestenose após angioplastia intraluminal. Foi empregado o stent, eluído com 

paclitaxel após angioplastia em humanos e foi confirmada a redução da hiperplasia 

pela angiografia. Mostrou também que o paclitaxel é um agente antiproliferativo, 

usado para prevenir a reestenose, após implante de stent em coronárias. 

Apesar dos avanços importantes na compreensão da fisiopatologia da 

hiperplasia miointimal e a experiência com os modelos experimentais com drogas, 

mostrando o retardo da hiperplasia miointimal, ainda não se conseguiu transformar 

esses conhecimentos em esquemas terapêuticos efetivos. Assim, a hiperplasia 

permanece uma complicação significante como principal obstáculo a curto prazo, a 

perviedade vascular  (DAVIES, 2007). 

Diante das complicações, advindas da hiperplasia miointimal para a 

humanidade, a Moringa oleifera pode se tornar a solução para a redução desta 

enfermidade, devido seu promissor efeito sobre a dislipidemia e a aterogênese, o que 

sugere ser capaz de reduzir a hiperplasia miointimal e a reestenose. Desse modo, 

como não se conseguiu estudos, envolvendo a moringa no tratamento da hiperplasia, 

torna-se relevante responder à pergunta da pesquisa: qual a diferença de média de 

hiperplasia miointimal na artéria ilíaca de coelhos com aterosclerose, tratados com 

Moringa oleifera comparado com o cilostazol? 
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1.2 Objetivo geral 

Determinar a diferença de média de hiperplasia miointimal na artéria ilíaca de 

coelhos com aterosclerose, tratados com Moringa oleifera, comparado com cilostazol. 

1.3 Objetivos específicos 

 Avaliar o efeito do extrato etanólico das folhas da Moringa oleifera 

comparado com cilostazol na redução da hiperplasia miointimal 

 Verificar o efeito do extrato das folhas da Moringa oleifera comparado com 

cilostazol na redução de colesterol total, triglicerídeo, HDL, LDL e VLDE 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

2.1 Moringa oleifera; considerações iniciais  

A Moringa oleifera Lam (Moringa oleifera) é um membro da família de plantas 

Moringaceae angiospermas. É originária do noroeste da índia, porém difundida em 

muitos países e cresce em áreas semiáridas tropicais e subtropicais, sendo o seu 

habitat preferencial é em solo seco e arenoso. Na Tailândia, esta planta é cultivada 

em grande, onde as folhas e as vagens são utilizadas na medicina tradicional e, por 

isto, considerada uma planta medicinal pelas múltiplas utilidades de seus 

componentes (Figura 1), além de ser empregada no tratamento da água para o 

consumo humano (ANWAR et al., 2007; SAHAKITPICHAN et al., 2011; ASIEDU-

GYEKYE et al., 2014). Esta planta tem alto valor nutritivo alimentar em suas folhas, 

frutos, flores, sementes. Tem valor medicinal em todas as partes da planta e 

condimentar principalmente nas raízes. Tem ainda importância para a culinária e para 

a indústria de cosméticos, através do óleo extraído das sementes e do caule para 

produção de combustíveis (ANWAR; BHANGER, 2003; ANWAR et al., 2007; 

HUSSAIN; MALIK; MAHMOOD, 2014). Outros componentes encontrados na Moringa 

oleifera são: proteínas, gorduras, carboidratos, sais minerais, vitamina A, ácido 

nicotínico, ácido ascórbico, tocoferol, substâncias estrogênicas, o sitosterol. Além do 

mais, a Moringa oleifera apresenta também atividade bactericida e fungicida (ANWAR 

et al., 2007; HUSSAIN; MALIK; MAHMOOD, 2014). 
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Figura 1 – Componentes da Moringa oleifera 

Fonte: Modificada de SANTOS. A. F. S. Moléculas bioativas de Moringa oleifera: detecção, isolamento 
e caracterização.  2007. 112 p. Tese (Doutorado em Ciências Biológicas) - Universidade Federal de 
Pernambuco, Recife, 2007. 

Notas: A: arvore; B: flores; C: vagem; D: sementes; E: folhas. 

A importância da ação da Moringa oleifera nas dislipidemias foi avaliada por 

(GHASI; NWOBODO; OFILI, 1999), os quais mostraram efeito hipocolesterolêmico do 

extrato bruto das folhas da Moringa Oleifera em ratos da raça wistar. Quando avaliado 

o grupo de ratos com dieta rica em gordura tratado com Moringa oleifera, apresentou 

redução de 14,4% de colesterol no soro, estatisticamente, significante (p<0,001). A 

redução de colesterol, pelo extrato bruto das folhas da moringa, indica que esta planta 

possui potencial valor medicinal e pode validar e explicar a sua utilização nos 

pacientes obesos e cardíacos, uma vez que já é usada pelos índios em sua medicina 

herbal como um agente hipocolesterolêmico em pacientes obesos. 

Da mesma forma, em um estudo experimental (MEHTA et al., 2003) avaliou a 

ação hipolipemiante do fruto da Moringa oleifera em coelhos, alimentados com dieta 

hipercolesterolêmica a 5%. Nesse estudo, ainda avaliaram os níveis de colesterol total 

(CT), HDL, LDL, VLDL e triglicerídeos e mostraram que a Moringa oleifera e a 

lovastatina, diminuíram os níveis séricos de colesterol total, de triglicerídeos, LDL, 
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VLDL. A lovastatina reduziu os níveis de HDL em coelhos hipercolesterolêmicos, 

enquanto a Moringa oleifera aumentou o nível de HDL, significantemente. Os achados 

encontrados no perfil lipídico após o uso da Moringa oleifera, mostram que esta planta 

pode diminuir a incidência de aterosclerose e de doença coronária, semelhante ao 

resultado encontrado, quando empregada a lovastatina. A redução do colesterol pode 

ser devido a mecanismos compensatórios como diminuição da reabsorção do 

colesterol endógeno ou aumento na taxa de secreção para o trato intestinal. Assim, a 

Moringa oleifera foi encontrada para reduzir a incidência de aterosclerose. Esse 

estudo sugere que a Moringa oleifera tenha ação hipolipidêmica, antiaterosclerótica, 

causando assim, a redução de peso corporal nos coelhos. 

Por outro lado, Siddhuraju e Becker (2003), investigaram a atividade 

antioxidante da Moringa oleifera nos diferentes extratos de folhas. Foram empregados 

os solventes; água para o extrato aquoso, o metanol a 80% para o extrato metanólico 

e o etanol a 70% para o extrato etanólico. Desta forma, foi extraído o ácido ascórbico; 

um antioxidante natural, porém com atividade antioxidante baixa, quando comparada 

com a atividade antioxidante dos compostos fenólicos totais, flavonoides totais, 

quercetina e ácido linoleico. A concentração dos princípios ativos fenólicos 

antioxidante das folhas da moringa variou dependendo dos solventes empregados. 

foram comparados os diversos tipos de solventes para a extração destes 

componentes de uma amostra de 100 gramas de folhas da Moringa oleifera da 

Nicarágua. Assim, o extrato aquoso das folhas da moringa extraiu (7,43% e 10,83%), 

o extrato metanólico a 80% extraiu (12,33% e 14,07%) e o etanólico a 70% extraiu 

(11,04% e 10,14%) de produtos fenólicos totais e de flavonoides totais, 

respectivamente. A atividade antioxidante foi mostrada em 20% no extrato aquoso, 

em 65,1% no extrato metanólico a 80% e em 66,8% no extrato etanólico a 70%. Assim, 

o etanol e o metanol são solventes mais eficazes para a extração de antioxidantes 

polifenóicos e, portanto, mais eficazes catadores de radicais livres (peroxilo e 

hidroxila). A concentração relativamente baixa de compostos fenólicos no extrato 

aquoso mostrou menor efeito sobre a inibição da peroxidação lipídica e também na 

eliminação de radicais livres, embora todos os extratos tiveram atividade alta na 

eliminação desses radicais. Os compostos fenólicos são bons doadores de elétrons e 

podem converter os radicais livres altamente oxidantes, como superóxido (O-
2) e 

hidroxila (-OH) em produtos mais estáveis, por doação de átomos de hidrogênio. Esta 

é uma ação benéfica dos compostos fenólicos, pois os radicais superóxidos têm 
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mostrado potencial para inativar as enzimas e degradar: DNA, membrana celular, 

polissacarídeos e matar as células.   

Dentro desse contexto, Chumark et al. (2008) investigaram a ação 

antiaterosclerótica, hipolipemiante e antioxidante da Moringa oleifera em coelhos 

hipercolesterolêmicos da raça Nova Zelândia, com dieta suplementada com colesterol 

a 0,5%. Os autores compararam o emprego da sinvastatina na dose de 5 mg/kg/dia 

com o uso de 100 mg/kg/dia de extrato aquoso das folhas da Moringa oleifera durante 

12 semanas. Avaliaram os níveis plasmáticos de colesterol total, HDL, LDL e 

triglicerídeo antes do experimento e nas três avaliações seguintes, a cada quatro 

semanas. A sinvastatina e a Moringa oleifera reduziram, significantemente, os níveis 

de Colesterol, LDL e HDL e triglicerídeo (P<0.05), porém, quando comparados entre 

si, não houve diferença significante (P>0.05). O extrato das folhas da Moringa oleifera, 

reduziu a formação da placa aterosclerótica na carótida interna de coelhos 

hipercolesterolêmicos em 86% e o colesterol sérico em 52%, quando comparado com 

o grupo hipercolesterolêmico sem nenhum tratamento. Os autores sugeriam que a 

Moringa oleifera tem alto potencial terapêutico para a prevenir a hiperplasia miointimal 

e, por conseguinte, as doenças cardiovasculares. 

Em estudo com ratos da linhagem Wistar (LAMBOLE; KUMAR, 2011) avaliaram 

a toxidade aguda da Moringa oleifera em ratos Wistar. Assim, foi administrado o 

extrato aquoso, e etanólico da casca da Moringa oleifera e água destilada ao grupo 

controle. Para estabelecer a dose letal (DL50), foram seguidas as diretrizes da 

Organization of Economic Co-operation and Development (OECD 423), dose limite 

em três etapas. O extrato foi administrado na dose de 300, 2.000 e 5.000 mg/kg de 

peso corporal. Após a administração de uma dose única de extrato etanólico e aquoso, 

os animais foram observados por um período de 14 dias. Nenhum sinal ou sintoma 

anormal foram observados ou modificações laboratoriais, como também alteração no 

peso corporal e dos órgãos ou ainda alterações estruturais no fígado ou outros órgãos 

à autópsia. Não houve morte de nenhum dos animais; indicando a segurança do uso 

da do extrato. Os autores mostraram que o extrato da Moringa oleifera não é tóxico 

para a dose limite de 5.000 mg/kg de peso corporal. Deste modo, pertence às 

substâncias da classe 5; não incluída no sistema de Classificação Globalmente 

Harmonizado (GHC) para substâncias químicas com indicativos de elevado valor de 

DL50. 
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De modo semelhante, (AWODELE et al., 2012) avaliaram a toxicidade aguda 

da Moringa oleifera por via oral, em seis grupos de cinco ratos albinos, em doses 

graduadas (400, 800, 1.600, 3.200 e 6.400 mg/kg) e o grupo controle; com 0,1 mL de 

água destilada. Os autores avaliaram também a toxicidade aguda intraperitoneal em 

cinco grupos de cinco ratos, em doses graduadas do extrato da moringa (250, 500, 

1000 e 2,000 mg/kg e o grupo controle; com 0.1 mL de água destilada. De outra forma, 

avaliaram ainda a toxidade subcrônica do extrato da Moringa oleifera em doses (250, 

500 e 1.500 mg/kg) e 0,2 mL de água destilada ao grupo controle, todos durante 60 

dias. O extrato aquoso das folhas de Moringa oleifera não produziu mortalidade, 

quando administrado por via oral nas doses de 400 a 6.400 mg/kg. Porém, reduziu a 

locomoção e causou embotamento em alguns animais, tratados com doses mais altas 

que 3.200 e 6.400 mg/kg. Após a administração intraperitoneal, mostrou 20% e 80% 

de mortalidade para as doses mais altas de 1000 mg/kg e 2000 mg/kg, 

respectivamente. O rim, fígado, coração, cérebro e testículos foram colhidos para a 

histologia e sangue para avaliação bioquímica. A administração da moringa durante 

60 dias, em todos os grupos, não causou diferença significante (p > 0,05) nos 

parâmetros hematológicos, quando comparado com os grupos controles. Os 

resultados de histologia dos rins e do fígado em todos os grupos não revelaram 

diferença significativa (p > 0,05) em relação ao grupo controle. Não houve alteração 

na arquitetura dos hepatócitos, exceto, ligeira congestão dos hepatócitos nos grupos 

tratados. No entanto, houve redução significante (p < 0,05) da contagem de esperma 

no grupo tratado com 250 mg (31,75 ± 10.100), comparado ao grupo controle (42,00 

± 5,274). O exame microscópico do coração, cérebro e testículos não apresentou 

alterações físicas e arquitetônicas. Deste modo, a DL50, nesse estudo, foi estimada 

em 1.585 mg/kg pelo método análise de probabilidade.  

Em experimentos com coelhos da raça Nova Zelândia, (ROLIM, 2012) 

empregou a Moringa oleifera com a finalidade de inibir a hiperplasia miointimal. Os 

autores induziram a aterosclerose pela gema de ovo e a hiperplasia pela desnudação 

endotelial pelo balão de angioplastia. Foram realizadas análises bioquímica do 

colesterol total, triglicerídeo, HDL, LDL e VLDL inicial e final e os resultados mostraram 

não houver diferença, estatisticamente significante, entre as médias dos componentes 

do lipidograma. Quando foram comparadas a diferença de média de hiperplasia 

miointimal entre o grupo tratado com Moringa oleifera na dose de 200 mg/kg/dia e o 
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grupo tratado com soro fisiológico durante 35 dias, os resultados mostraram que não 

houve diferença estatisticamente significante.  

Ainda, Ajibade, Arowolo e Olayemi (2013) estudaram a toxicidade do extrato 

metanólico das sementes de Moringa oleifera em ratos da raça Wistar. A dose aguda 

foi administrada a três grupos de três ratos; sendo 1.000 mg/kg, 2.000 mg/kg e 3.000 

mg/kg de peso, por via oral a cada grupo. Em uma segunda fase, os grupos receberam 

dose de 3.000 mg/kg, 4.000 mg/kg e 5.000 mg/kg de peso corporal por via oral, 

respectivamente.  Após a administração do extrato metanólico nas doses; de 400, 800, 

e 1.600 mg/kg de peso corporal, a cada grupo respectivamente, durante 21 dias, os 

mesmos apresentaram redução de peso corporal, porém só foi significante (p < 0,05) 

no grupo 1.600 mg/kg. Na dose aguda, nenhum sinal de toxicidade foi observado nas 

doses; 1.000 mg/kg, 2.000 mg/kg e 3.000 mg/kg. Por outro lado, os sinais de toxidade 

foram observados na dose de 4.000 mg/kg, caracterizados por desconforto 

respiratório, imobilidade, resposta lenta aos estímulos externos, falta de coordenação, 

embotamento e desorientação. Os efeitos das doses crescentes do extrato metanólico 

das sementes da moringa sobre os parâmetros bioquímicos mostraram aumento 

significante (p < 0,05) dos níveis de aspartato transferase (AST) (29.0±7.3) e alanina 

transferase (ALT) (63.2±12.7), quando comparados com o grupo controle AST 

(22.7±1.2) e ALT (51.4±13.7), respectivamente, na dose de 1.600 mg/kg de peso 

corporal, o que pode ser uma indicação de dano ao fígado. Desta forma, a dose 

máxima de segurança do extrato metanólico de semente de moringa foi calculada em 

3.000 mg/kg e a dose letal mínima em 5.000 mg/kg. A dose letal (DL50), mediana em 

ratos, foi calculada em 3.870 mg/kg.  

O efeito protetor da Moringa oleifera sobre a membrana basal de vasos da 

retina de ratos com diabetes foi avaliada por (KUMAR GUPTA et al., 2013). A doença 

diabetes melitus foi induzida por estreptozotocina na dose de 45 mg/kg de peso 

corporal. Os ratos de ambos os sexos foram considerados diabéticos, quando o nível 

de glicose sanguínea atingiu 300 mg/dL. Vinte ratos diabéticos foram divididos em 

dois grupos, sendo o grupo I com dieta normal e o grupo II com mesma dieta, 

acrescida de Moringa oleifera na dose de 100 mg\kg de peso corporal pelo período de 

24 semanas. Terminado o tratamento, foi realizada coleta de sangue para a 

bioquímica e os ratos foram sacrificados, com coleta dos olhos e isolamento das 

retinas. Foi observado uma taxa de glicemia no grupo diabético (491,17±14,75 mg/dL) 

significativamente maior do que no grupo normal (95,67±7,31 mg/dL) (P < 0,001). Em 
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ratos tratados com moringa, os níveis de glicose no sangue (329,88±42,34 mg/dL) 

foram significativamente menores do que no grupo diabético (P <0,001), embora se 

mantiveram acima do normal (P < 0,001). Da mesma forma, a hemoglobina glicosilada 

no grupo dos diabéticos foi (9,94±0,64), significativamente, mais elevada do que no 

grupo normal (3,66±0,40) (P < 0,001). No grupo tratado com moringa, a hemoglobina 

glicosilada foi (6,01±1,45), significantemente, menor do que o grupo diabético (P 

<0,05).  A angiografia retineana demonstrou dilatação dos vasos da retina nos ratos 

diabéticos e ausência de dilatação no grupo normal (p < 0,001). Nos ratos diabéticos, 

tratados com moringa, foi demonstrado menor dilatação vascular, quando comparado 

com os ratos diabéticos (p < 0,05). Foi encontrado espessamento da membrana basal 

do capilar em ratos diabéticos. A angiografia da retina foi avaliada pela microscopia 

eletrônica e observada inibição do espessamento da membrana basal em ratos 

diabéticos, tratados com moringa. Os ratos não diabéticos tinham membrana basal 

normal e os diabéticos apresentavam espessamento importante dessa membrana.  

Esse estudo mostrou potencial efeito retino-protetor da moringa em retinopatia 

diabética experimental em ratos. A Moringa oleifera mostrou melhorar as disfunções 

vasculares, induzidas por hiperglicemia em ratos diabéticos.  

2.2 Hiperplasia miointimal 

Na tentativa de elucidar os mecanismos regulatórios da hiperplasia da íntima 

subjacentes a uma lesão endotelial por balão, Wei et al. (1997) observaram resposta 

proliferativa de células musculares lisas vasculares (CML) em artéria carótida de ratos. 

Assim, a lesão arterial induz à produção de ciclinas; E, A e Kinase Dependente de 

Ciclina (CDK2); proteínas reguladoras do ciclo celular para regular a proliferação de 

CML, cujas expressões são espacialmente e temporalmente correlacionadas com a 

proliferação de CML. Desta forma, a primeira resposta à lesão ocorreu até o terceiro 

dia (0 a 3 dias) com proliferação de CML na média e a migração para a camada íntima, 

entre (3 a 14 dias).  Os níveis elevados de expressão dessas proteínas foram mantidos 

por até 10 dias após a lesão; coincidindo com o período em que o crescimento da 

neointima é mais rápido. A seguir, a proliferação celular, segundo os autores, parece 

contribuir para o crescimento da lesão da íntima entre uma e três semanas após a 

lesão. Desta forma, a CDK2 e as suas ciclinas reguladoras podem ser alvos 

adequados para a terapia de restenose.  
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Por outro lado, com o objetivo de entender os mecanismos de formação de 

neointima, através de modelos experimentais em animais de laboratório, De Meyer e 

Bult (1997) realizaram revisão bibliográfica sobre a formação da neointima, após um 

dano vascular induzido e para compreender o desenvolvimento das reestenoses após 

uma intervenção vascular. Desta forma, concluíram que a reestenose depende não 

somente da formação da hiperplasia neointimal, mas também, do recuo elástico agudo 

e da constrição crônica da parede arterial, durante o remodelamento, após uma 

angioplastia. Os autores observaram também falha da inibição da neointima, causada 

pela desnudação por balão, em artéria carótida de ratos, além da falência dos vários 

tratamentos com fármacos, sem reduzir a reestenose, após uma angioplastia. 

Com a intenção de inibir a hiperplasia da íntima, Usui et al. (1999) empregaram 

um foto-sensibilizador, derivado da hematoporfirina (FDH) em artérias iliacas de 

coelhos com aterosclerose após angioplastia, para determinar se a hiperplasia da 

íntima pode ser inibida pela terapia fotodinâmica (TFD). O controle foi na artéria ilíaca 

comum contralateral com lesão semelhante não irradiada. Histologicamente, a 

neointima foi mais evidente no sétimo e décimo quarto dia, após a lesão. Nos vasos 

não tratados pela TFD, a hiperplasia neointimal foi intensa em toda a circunferência. 

Não houve redução da hiperplasia neointimal nos grupos irradiados de imediato, no 

tempo zero e em três dias. Houve marcada redução da hiperplasia no sétimo e décimo 

quarto dia, com maior intensidade no sétimo dia, após a TFD. Foi mostrado que a 

TFD, por radiação intraluminal, inibe a hiperplasia da íntima e que é mais eficiente no 

sétimo dia após a lesão por balão, como também pode oferecer uma nova abordagem 

para a prevenção da reestenose após uma lesão por balão em humanos. 

Em uma revisão, sobre a hiperplasia miointimal, Costa e Fagundes (2002) 

concluíram que esta enfermidade surge após um dano vascular, seja por uma 

revascularização com pontes autólogas, homólogas e sintéticas ou após uma 

angioplastia intraluminal com ou sem colocação de stent e também em vasos de 

órgãos transplantados. Esses procedimentos podem complicar pelo espessamento da 

camada íntima (hiperplasia intimal, neointima ou miointimal), com diferentes graus de 

estenoses luminal, oclusão e isquemia dos tecidos. 

A avaliação da hiperplasia intimal e estenose foi realizada por Park et al. (2003) 

em lesões coronarianas humanas. O estudo foi prospectivo randomizado, 

multicêntrico, controlado, triplo-cego para avaliar a habilidade de stent; eluído com 

paclitaxel, implantado nessas lesões para inibir a hiperplasia da íntima e a reestenose 
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após angioplastia. Os autores mostraram que o paclitaxel é um agente 

antiproliferativo, usado para prevenir a reestenose, após implante de stent em 

coronárias. Foram comparados stent eluído com 1,3 μg e 3,1 μg de paclitaxel por 

milímetro quadrado em dois grupos e o grupo controle com o mesmo stent, sem 

eluição. A terapia antiplaquetária com aspirina e clopidogrel foi adicionada. O 

seguimento clínico foi realizado em um mês, em quatro e em seis meses e o 

seguimento angiográfico entre quatro e seis meses. O grupo com dose alta de 

paclitaxel teve redução significantemente melhor que o grupo controle, na prevenção 

da estenose (P<0,001). A avaliação pelo ultrassom intravascular mostrou redução do 

volume da hiperplasia intimal, dependente da dose. Desta forma, o stent eluído com 

paclitaxel e terapia antiplaquetária convencional, efetivamente, inibiu a reestenose e 

a hiperplasia neointimal. 

Também, Nunes, Alfonso e Oliveira  (2004), em um estudo de revisão em seres 

humanos, avaliaram a fisiopatologia da reestenose após angioplastias coronárias 

percutâneas e concluíram que a restenose é decorrente do processo de reparação da 

parede vascular e envolve diferentes mediadores celulares. Observaram também que 

a hiperplasia da camada íntima e o remodelamento vascular são os dois principais 

processos fisiopatológicos, envolvidos na perda luminal tardia. Mostraram ainda que 

evidências sugerem existir pacientes com maior ou menor propensão ao 

desenvolvimento de restenose, embora os determinantes biológicos desta 

predisposição ainda permaneçam não totalmente esclarecidos.  

De modo diferente, Brasselet et al. (2008) avaliaram a hiperplasia neointimal e 

reestenose em coelhos da raça Nova Zelândia, com dieta hipercolesterolêmica 

durante 4 semanas, associada à abrasão endotelial por balão Fogarty número 3. A 

angioplastia foi realizada quatro semanas mais tarde por balão convencional. Foi 

realizado aquecimento local, na artéria ilíaca por balão térmico aplicado 

aleatoriamente (50, 60, 80, e 1000 C) durante 60 segundos. A radiofrequência térmica, 

durante a angioplastia com balão térmico com água aquecida, foi aplicada unilateral, 

e a ilíaca contralateral foi dilatada sem aquecimento, servindo como controle. Os 

stentes metálicos foram implantados em ambas as artérias ilíacas, no mesmo local 

onde foi realizada a angioplastia com balão aquecido e sem aquecimento endotelial, 

na artéria contralateral. A seguir, foi suspenso o colesterol e, seis semanas após a 

angioplastia, os coelhos foram sacrificados e as artérias lesadas coletadas. A 

avaliação histológica mostrou proliferação celular inversamente proporcional ao 
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aquecimento local. Na temperatura endotelial a 500C, houve redução da hiperplasia 

neointimal e menor porcentagem de reestenose, comparado com o grupo controle e 

não houve trombose. A trombose intra-stent, nas temperaturas entre 50 e 600C, foi 

idêntica ao grupo controle, porém aumentou drasticamente com o aumento do 

aquecimento entre 80 e 100 0C.   

Por outro lado, Tsai et al. (2008) avaliaram o efeito do cilostazol sobre a 

hiperplasia intimal, em coelhos da raça Nova Zelândia com desnudação endotelial 

arterial por balão. Foi coletado sangue e, a seguir, os animais sacrificados ao fim de 

5 semanas, com coleta das artérias para coloração imuno-histoquímica. A morfometria 

foi usada para medição de hiperplasia da íntima e a área da superfície íntima/medial 

para cada espécime de secção transversal também foi determinada. Desse modo, foi 

observado que o cilostazol atenua efetivamente a hiperplasia neointimal, inibe a 

infiltração de macrófagos na parede arterial, diminui a ação da proteína quimiotática 

do monócito-1 (MCP-1), diminui a expressão de metaloproteinase-9 (MMP-9) em 

aortas de coelhos com endotélio desnudo e induzida a inflamação sistêmica pelo 

lipopolissacarídeos (LPS). Os autores apontaram também uma nova visão sobre os 

múltiplos efeitos do cilostazol e que esses efeitos anti-inflamatórios podem fornecer 

uma forma promissora de prevenção de aterogênese e reestenose.  

Em estudo para suprimir a hiperplasia miointimal, Rosenbaum et al. (2010) 

avaliaram a ação dos antioxidantes nas anastomoses de enxertos protéticos em 

coelhos hipercolesterêmicos. O N-acetilcisteina foi comparado com probucol em um 

grupo de coelhos, alimentados com ração e, em outro grupo alimentados com ração 

e colesterol a 1%. Esse último grupo teve significante aumento de espessamento 

intimal na anastomose e menor cobertura de células endoteliais na prótese. Assim, o 

estresse oxidativo global e a hiperplasia da íntima na anastomose estavam 

aumentados e a endotelização do enxerto protético foi significantemente reduzida em 

animais com dieta rica em colesterol. O tratamento com antioxidantes inibiu a 

hiperplasia da íntima e aumentou a cobertura do enxerto protético com células 

endoteliais. 

Com o mesmo objetivo, Güzeloğlu et al. (2011) investigaram o efeito do ácido 

zoledrônico como inibidor da hiperplasia miointimal em coelhos da raça Nova 

Zelândia. Assim, comparam o efeito do uso do ácido zoledrônico (AZ) nas 

anastomoses das artérias carótidas internas em dois grupos de coelhos, sendo um 

grupo tratado e outro grupo controle. O grupo placebo recebeu solução salina, 
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tamponada com fosfato (SSTF), enquanto o grupo (AZ) recebeu ácido zoledrônico; 

100 μg/kg/dia subcutânea, durante 28 dias. O grupo SSTF apresentou espessamento 

intimal significante na anastomose (p<0,01). O grupo AZ reduziu significantemente a 

área da íntima (p<0,01). A actina pela imuno-histoquímica foi significantemente 

diminuída na área da anastomose no grupo AZ e as imunorreatividades das 

metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9) foram claramente vistas nas anastomoses 

arteriais do grupo controle (SSTF) pela imuno-histoquímica. Isto mostrou que o AZ 

diminuiu a imunopositividade das metaloproteinases nas anastomoses arteriais. Foi 

concluído que o ácido zoledrônico pode ser um agente promissor para a prevenção 

da hiperplasia neointimal; a qual é a causa mais importante de fracasso tardio de 

enxertos no pós-operatório. 

De outra forma, Ito et al. (2012) avaliaram o cilostazol no controle da 

aterosclerose e agregação de plaquetas em coelhos, alimentados com uma dieta 

normal e com suplementação de colesterol a 0,5%, com e sem o cilostazol pelo 

período de dez semanas. O cilostazol inibiu a agregação plaquetária em coelhos 

hipercolesterolêmicos e mostrou poder prevenir a progressão da aterosclerose, 

através do seu efeito antiagregante e da melhora dos níveis lipídicos no indivíduo 

hipercolesterolêmico. Reduziu ainda significativamente, o colesterol total, 

triglicerídeos no soro e o teor de triglicerídeos na parede da aorta aterosclerótica. O 

cilostazol também reduziu significativamente a área da íntima aterosclerótica e a 

agregação de plaquetas em coelhos alimentados com uma dieta normal e rica em 

colesterol. Os efeitos antiateroscleróticos e antiplaquetários do cilostazol em coelhos, 

alimentados com colesterol, possivelmente é devido à melhoria do metabolismo dos 

lipídeos e da redução da ativação de plaquetas. Esses resultados sugerem que o 

cilostazol é útil para a prevenção e tratamento das doenças aterotrombóticas e 

anormalidades lipídicas.  

Em um estudo empregando fármaco, Takigawa et al. (2012) avaliaram a ação 

do cilostazol na hiperplasia da íntima em ratos com angioplastia da carótida. 

Compararam a hiperplasia em ratos em dieta normal com o grupo em uso de 0,1% de 

cilostazol, além da dieta igual por 14 dias. Foi mostrado, nesse estudo, que o efeito 

protetor do cilostazol sobre a hiperplasia neointimal pode ser mediada por suas ações 

anti-inflamatórias sobre as células mononucleares teleguiadas às células endoteliais 

e tem potencial para prevenir a reestenose, após angioplastia, como também reduzir 

a incidência de aterosclerose. 
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De outra forma, a hiperplasia miointimal foi avaliada por Guzeloglu et al. (2012), 

quando empregaram coelhos da raça Nova Zelândia com secção e anastomose de 

carótidas.  Os autores compararam o efeito da rosiglitazona em um grupo com outro 

grupo recebendo solução salina tamponada com fosfato (SSTF), no grupo controle 

por quatro semanas. Os coelhos foram sacrificados 28 dias após o tratamento e a 

área da anastomose foi removida para a coloração e avaliação histológica. A 

avaliação imuno-histoquímica para os anticorpos contra metaloproteinases (MMP-2 e 

MMP-9) revelou imunopositividade para a MMP-2 e MMP-9, que aumentou, 

significativamente, nas anastomoses do grupo placebo. A rosiglitazona, diminuiu 

significativamente, a imunopositividade para as duas proteínas MMP nas carótidas 

anastomosadas. Assim, a rosiglitazona inibiu a hiperplasia da íntima e a expressão 

pró-inflamatória das enzimas MMPs e pode desempenhar papel protetor contra a 

aterosclerose, devido à sua ação inibitória sobre a expressão das enzimas MMP-2 e 

MMP-9.  

Em um outro estudo, Guzeloglu et al. (2013) empregaram a tadalafila para 

reduzir a hiperplasia neointimal em coelhos da raça Nova Zelândia, comparado com 

o grupo controle com solução salina tamponada com fosfato (SSTF), durante 28 dias. 

O tratamento foi iniciado após as carótidas serem seccionadas e anastomosadas 

término-terminal. A histologia revelou diferença significante entre a íntima e 

íntima/média em conjunto nas carótidas dos grupos: tadalafil e SSTF (p<0,001). A 

área da íntima e a relação íntima/média foram aumentadas de espessura nas artérias 

anastomosadas em comparação com as esquerdas intactas (p<0,001). Quando as 

carótidas direitas foram avaliadas pela análise de covariância, foi observado que a 

área da íntima e a relação íntima/média, no local da anastomose, foram 

significativamente reduzidas no grupo tratado com tadalafila (p<0,001). Esse estudo 

mostrou que a tadalafila é um novo agente indicado para aumentar a permeabilidade 

vascular e prevenir a hiperplasia intimal, após intervenções vasculares. 

Também, Bahnson et al. (2015) avaliaram a hiperplasia miointimal pela ação 

do óxido nítrico na parede vascular mostraram que espécies reativas de oxigênio 

(ROS) aumentam, após uma lesão arterial, estimulando a proliferação e migração de 

células musculares lisas da camada média e migração de fibroblastos da adventícia 

para a camada íntima, gerando a hiperplasia intimal. Houve evidência de que o óxido 

nítrico inibe este processo e promove a proliferação de células endoteliais. Foram 

empregados ratos com lesão por balão na artéria carótida e a seguir, aplicado óxido 
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nítrico em pó na superfície externa da carótida lesada. Três dias após, foi realizada a 

eutanásia e coleta das artérias. Também, um grupo de camundongo foi lesada a 

artéria femoral e, 14 dias após, sofreram eutanásia com coleta das artérias. Foi 

realizada coloração com hematoxilina eosina e medição da hiperplasia intimal em um 

software ImageJ. As células musculares lisas de aorta de camundongo e fibroblastos 

de adventícia foram isoladas e cultivadas em cultura in vivo e in vitro. Foi mostrado 

que o óxido nítrico regula a proliferação de células musculares lisas vasculares, 

diferentemente, da regulação em meio de oxirredução. Esses achados destacam o 

papel do superóxido (O2
-) como uma molécula, que sinaliza o comando do 

crescimento neointimal e a importante habilidade do NO, para alterar o equilíbrio redox 

através de aumento da proteína superóxido dismutase-1 (SOD-1) em um modelo de 

célula específica para inibir o desenvolvimento neointimal. No entanto, o aumento dos 

níveis de proteína SOD-1 não foi observado em células endoteliais ou fibroblastos 

adventiciais. O óxido nítrico inibiu a hiperplasia neointimal através de diversos 

mecanismos, entre estes, a regulação da SOD-1. Existem ainda pesquisas na 

tentativa de desenvolver antioxidantes, direcionados a organelas celulares como 

mitocôndrias. A hipótese é que células específicas se diferenciam e o NO regula os 

níveis de SOD-1 na parede vascular, que medeia a capacidade do NO para evitar a 

hiperplasia neointimal. 

De outa forma, O'brien et al. (1991) compararam coelhos Watanabe 

hiperlipidêmicos hereditários, machos e fêmeas tratados com probucol por 15 a 17 

meses com um grupo controle, com dieta padrão por 12 a 16 meses. Os animais, 

tratados com probucol, tiveram menor reação imunológica, mostrando menor 

celularidade (macrófagos), quando comparado com o grupo controle. Foi mostrado 

que lesões maiores tinham maior celularidade pela imuno-histoquímica e as lesões 

menores tinham maior quantidade de células musculares lisas. O probucol foi eficiente 

na redução da aterosclerose em coelhos hiperlipidêmicos hereditários no início da 

vida. Não se sabe ao certo, o efeito do probucol. Contudo, é um poderoso antioxidante 

e é provável que exerça efeito antiaterogênico, diminuindo ou impedindo a 

modificação oxidativa de lipoproteínas, contribuindo para a diminuição da 

aterosclerose. Não foi mostrado diferença no tratamento com probucol entre coelhos 

machos e fêmeas. 

Por outro lado, Lafont et al. (1995) realizaram um modelo de hiperplasia 

neointimal para avaliar a constricção crônica, o crescimento neointimal e as mudanças 
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adventiciais com reestenose em coelhos ateroscleróticos. As lesões nas artérias 

femorais foram provocadas por infusão de ar local, com as extremidades clampeadas. 

A seguir, foi introduzida uma dieta hipercolesterolêmica por quatro semanas e 

realizada a angioplastia ao final deste período. Um grupo de seis coelhos, com a 

mesma lesão, sem angioplastia foi acompanhado pela angiografia entre quatro e oito 

semanas e avaliados pela histologia para observar a constricção em resposta à cura 

da lesão de secagem. A área da íntima e média juntas, delimitada externamente pela 

lâmina elástica externa, foi utilizada para avaliar o crescimento da neointima-medial, 

ao invés de íntima e média em separado, porque frequentemente a lâmina elástica 

interna está incompleta pela reparação da ruptura dessa lâmina, após a angioplastia. 

Uma constrição crônica foi percebida ao nível da lâmina elástica externa, mais 

correlacionada com o estreitamento luminal do que pelo crescimento neointima-

medial, 3 a 4 semanas após a angioplastia. Além disso, as mudanças relativas ao 

nível da íntima, média e adventícia no local da lesão, sugeriram um possível 

mecanismo para a constrição. 

Em um modelo para a indução de hiperplasia da íntima, Asada et al. (1996) 

avaliaram o efeito da pressão de insuflação do cateter balão para a produção de 

lesões vasculares na aorta de coelhos. Observaram as diferentes pressões pelo balão 

de angioplastia: 1,5, 1,75 e 2,0 atm para desnudação do endotélio da aorta 

descendente com um balão 4F.  Foi observada uma perda de DNA significativa nas 

áreas da parede da aorta, na qual foi aplicada maior pressão, 1,75 e 2,0 atm. A 

hiperplasia da íntima foi detectada em todas as áreas lesadas, porém com maior 

intensidade nos grupos com maior tempo após a lesão. Foi encontrado, 

ocasionalmente, fibrose e calcificação na camada média, sem relação com o tempo 

da lesão, mas com maior frequência no grupo de maior pressão. Houve ruptura de 

lâminas com maior intensidade no grupo de maior pressão na parede da aorta. Pela 

imuno-histologia foram encontradas células musculares lisas na íntima e, apenas 

alguns monócitos sem relação com o grau de agressão a parede arterial. Parece 

provável que a lesão por balão não poderia provocar uma hiperplasia da íntima 

proporcional ao aumento da pressão. Pois, a lesão grave medial é acompanhada por 

uma grave extensão da necrose de células musculares lisas mediais, que é a fonte de 

fornecimento dessas células para a hiperplasia da íntima. 

De outra forma, Jaldin et al. (2006) planejaram um método de aterosclerose 

experimental de baixo custo, quando foi empregada a gema de ovo como fonte 
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aterogênica.  Foram dois grupos de sete coelhos, sendo um grupo controle com dieta 

padrão para coelhos e o grupo com uma gema de ovo e 13,5 mL do óleo de milho, 

junto a 150 g de ração diária, por 90 dias. Foram dosados os níveis plasmáticos de 

colesterol total, HDL, triglicérides, LDL no tempo zero e, ao final de cada mês, durante 

o tratamento e, os valores obtidos por meio da fórmula de Friedewald. A seguir, os 

coelhos sofreram eutanásia com dose letal de anestésico e removidas as artérias: 

aorta torácica, abdominal, renais, bifurcação ilíacas da aorta, femorais, carótidas e 

preparadas para análise histológica. Foi encontrado aumento das concentrações de 

colesterol total e frações no grupo, que recebeu dieta suplementada com gema de 

ovo, porém não se observou diferença nos níveis de triglicérides entre os grupos. Na 

análise histopatológica, não foram encontradas alterações arquiteturais nas artérias 

de animais do grupo controle. Nos animais, que receberam gema de ovo, foram 

observadas alterações na camada íntima, correspondente a acúmulos de lipídeos em 

células espumosas ou formando vacúolos subendoteliais renais, carótidas, transição 

toracoabdominal, femorais e estrias gordurosas, predominantemente, na parede 

anterior da aorta abdominal e torácica. Em apenas um animal, foi observado o 

espessamento de íntima em grau moderado, na transição toracoabdominal da aorta. 

De modo semelhante, Santos (2008) empregou coelhos da raça Nova Zelândia 

em um experimento com gema de ovo para induzir aterosclerose. O autor mostrou 

que 20 mL de gema de ovo contém, aproximadamente, 200 mg de colesterol. Assim, 

comparou os grupos com suplementação alimentar com gema de ovo, banha de 

porco, colesterol com o grupo controle. Foram realizadas análises bioquímicas do 

colesterol total, triglicerídeo, HDL, LDL e VLDL. No final do tratamento dietético, foi 

retirado fragmento da artéria carótida comum direita, do arco aórtico e da artéria 

femoral direita de cada animal. A análise bioquímica do colesterol total, HDL e LDL 

apresentaram maior valor médio no grupo 20 mL de gema de ovo. O triglicerídeo 

apresentou maior valor médio no grupo banha de porco. Na análise histopatológica, a 

maior média de espessamento endotelial e de células espumosas foram nos grupos 

20 mL de gema de ovo e no grupo colesterol. Foi concluído, nesse estudo, que a 

administração de 20 mL de gema de ovo é ideal para modelos experimentais, que 

envolvam o perfil lipídico, formação de células espumosas e espessamento de 

endotélio.  

Por outro lado, Ferrer et al. (2010) avaliaram a importância do diâmetro do balão 

em artérias de coelhos machos e fêmeas da raça Nova Zelândia. Esses autores 
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abordaram a artéria ilíaca esquerda para técnica de desnudação, através da carótida 

externa. A angioplastia foi realizada com balão 2,5 x 20 mm em um grupo e com balão 

3,0 x 20 mm em outro grupo, ambos em coelhos hipercolesterolêmicos. No grupo, o 

qual foi usado o balão 2,5 x 20 mm, houve perda de três coelhos, sendo dois por 

sangramento na carótida e um por ruptura da artéria ilíaca esquerda angioplastada. 

Já o grupo do balão 3,0 x 20 mm, houve quatro perdas, sendo três por ruptura da 

artéria ilíaca e, uma por ruptura da carótida abordada. Os testes bioquímicos basais e 

após oito semanas de dieta aterogênica, mostraram aumento dos valores 

significativos de colesterol no sangue, enquanto os triglicerídeos não apresentaram 

diferenças significativas. Também não houve diferença entre os valores de colesterol 

e triglicerídeo entre machos e fêmeas. Os resultados mostraram que o balão menor 

causou menos complicação, e que os dois balões produziram lesões ateroscleróticas 

e hiperplasia da íntima de mesma magnitude. Portanto, os autores indicaram ser 

melhor o uso de balão de menor diâmetro; 2,5 mm em ilíacas de coelhos da raça Nova 

Zelândia.  

Esta revisão mostrou um reduzido número de estudos experimentais, que 

estudaram o potencial da Moringa oleifera para a prevenção de doenças 

cardiovasculares. Como essas evidências parecem viáveis e não tendo sido 

encontrado estudos com tais abordagens sobre a inibição da hiperplasia miointimal, 

justifica-se a realização desta pesquisa. 
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3 MÉTODOS 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal do 

Laboratório de Tecnologia Farmacêutica (CEPA/LTF) da Universidade Federal da 

Paraíba, Campus I, João Pessoa, PB, em 19-01-2010, protocolo N° 0512/09 (Anexo 

B) e também foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Estadual de Ciências da Saúde de Alagoas (UNCISAL), Maceió, AL em 31-03-2010, 

protocolo N° 64-A (Anexo C). Os animais receberam os cuidados de acordo com o 

protocolo experimental de estudo e foram seguidos os princípios éticos na 

experimentação animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal.  

3.1 Tipo de estudo 

Foi realizado um ensaio pré-clínico aleatório em animais de laboratório durante 35 

dias. Os animais permaneceram em quarentena, para fins de adaptação, ganho de 

peso e alcance da idade ideal para o início do tratamento. Foram alimentados com 

ração comercial (Purina Inc., São Paulo, Brasil) e água ad libitum. Após este período, 

os coelhos foram submetidos à instalação da aterosclerose por meio de dieta 

suplementada com 20 mL de gema de ovo de galinha granjeirense, em dose única ao 

dia, durante 100 dias (Figura 2). 

Figura 2 – Representação do delineamento experimental 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Autor. 
Notas: Onde o To = tempo de quarentena, T1 = período da dieta hipercolesterolêmica, T2 = 

corresponde ao tempo da angioplastia, T3 = duração do tratamento, T4 = dia da eutanásia 
dos animais, T5 = continuação da coleta dos dados.  
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Trinta e cinco coelhos forma selecionados pelo protocolo da pesquisa, 

receberam dieta hipercolesterolêmica a base de gema de ovo. Destes, foram 

excluídos cinco animais; sendo três, devido a óbito no período de indução da 

aterosclerose, por provável ingestão de gema de ovo diretamente nos pulmões e os 

dois últimos, após angioplastia na artéria ilíaca externa direita, um por hemorragia 

incontrolável e outro por ruptura da artéria ilíaca angioplastada (Figura 3). O período 

da pesquisa foi de janeiro a junho de 2011 e a tese foi defendida em 2015, devido ao 

decurso das disciplinas exigidas para o número total de créditos, conforme as normas 

da RENORBIO. O período de coleta e interpretação dos dados da pesquisa, o 

levantamento da literatura para fundamentação do estudo, também contribuíram para 

o tempo de conclusão desta investigação.  

Figura 3 – Delineamento dos animais da pesquisa  

 

Fonte: Autor. 

3.2 Local 

A pesquisa foi realizada no Biotério do Laboratório de Tecnologia Farmacêutica 

(LTF) do Campus I da Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa, PB.  
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3.3 Amostra 

3.3.1 Critérios de inclusão  

Foram incluídos 30 coelhos adultos, da raça Nova Zelândia, fêmeas, idade 

entre quatro e seis meses, peso corporal entre dois e cinco quilos, da espécie 

Oryctolagus cuniculus com aterosclerose induzida, modificado de Santos (2008) e 

submetidos à angioplastia da artéria ilíaca externa direita por balão de angioplastia 

não complacente (NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012). Os coelhos foram divididos em 

três grupos de dez coelhos e cada grupo foi destinado ao tratamento: grupo Moringa 

oleifera (Mo), grupo Cilostazol (Cz) e o grupo Soro fisiológico (SF, controle negativos). 

Preparo e administração da dieta aterogênica. Após a quarentena, os 

animais foram submetidos à aterosclerose, induzida pelo modelo descrito 

anteriormente (SANTOS, 2008; NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012). Assim, foi utilizada 

dieta comercial 200 g ao dia, acrescentada de 20 mL de gema de ovo de galinha 

granjeirense; pela manhã, por via oral, durante 100 (cem) dias, com o auxílio de uma 

seringa de PVC 20 mL. Os ovos foram adquiridos, semanalmente, direto do 

distribuidor da granja e mantidos em ambiente climatizado entre 0º e 4º para evitar 

deterioração em sua composição (CARVALHO, 2003). A constituição de cada 100 g 

de ovo cru contém 356 mg de colesterol, 8,9 g de lipídeos, 2,6 g de ácidos graxos 

saturado, 3,6 g de ácidos graxos monossaturados, 1,2 g de ácidos graxos poli-

insaturados, conforme a Tabela Brasileira de Composição de Alimentos – TACO 

(2011). Em média, 20 mL de gema de ovo contém 200 mg de colesterol (SANTOS, 

2008). 

Para a indução da hiperplasia miointimal foi suspensa a dieta 

hipercolesterolêmica, conforme estudos prévios Lafont et al. (1995); Brasselet et al. 

(2008), na noite anterior e os animais foram anestesiados com Xilazina na dose de 10 

mg/kg e Ketamina na dose de 40 mg/kg, por via intramuscular na coxa direita, 

conforme técnica descrita por Harkness e Wagner, (1993); Brasselet et al. (2008). O 

plano anestésico foi verificado pela ausência do reflexo doloroso durante a apreensão 

interdigital da orelha direita e, a seguir, foi coletado sangue para dosagem bioquímica 

de colesterol total, triglicerídeo, HDL-c, LDL-c e VLDL-c. O sangue foi coletado na veia 

auricular central com seringa de 5 mL e condicionado em tubetes de 6 mL. Ao final da 

coleta, as amostras foram encaminhadas ao laboratório bioquímico, onde foram 
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centrifugadas a 5.000 rpm e seguido o procedimento operacional padrão para análise 

do colesterol total, HDL-c e triglicerídeos pelo método de calorimetria em 

conformidade com os kits do Labtest e as frações do LDL-c foi calculado pela fórmula 

de Friedewald → CLDL = Cplasma - CHDL -TG/5 (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 

1972) e o VLDL obtido pela divisão do triglicerídeo por 5 (Anexo I). 

Após a coleta de sangue, foi realizada tricotomia na região inferior do abdome 

e inguinal direita, seguida de limpeza adequada do local, assepsia e antissepsia com 

solução de PVPI a 10% de iodo ativo. Após a anestesia local com lidocaína a 2%, 5 

mL na região inguinal direita, foi incisada a pele com 1 a 2 cm de extensão no sentido 

longitudinal e a cerca de 1 cm abaixo do ligamento inguinal,  conforme (Gellman et al., 

1991) com bisturi lâmina 11 para exposição da artéria femoral direita. A artéria femoral 

exposta foi reparada com fios de algodão 3“0”, tipo polycote, e realizada arteriotomia 

transversal com bisturi lâmina número 11 (onze). Através da incisão, foi introduzido 

em conjunto: o fio guia metálico (HI/Torque, COMMANDA, 0,014” (polegadas), série 

2078/72) com o cateter-balão (Armada 0,014”, PTA, Ref. A 1025/020) de 2,5 mm de 

diâmetro por 20 mm de comprimento; (raio balão/artéria de 1,0: 1,2) (GELLMAN et al., 

1991; LAFONT et al., 1995; FERRER et al., 2010).  

Assim, o conjunto foi inserido no lúmen da artéria femoral direita (AFD), em 

sentido cranial e sua posição na artéria ilíaca externa direita definida pela visualização 

da extremidade proximal do balão justa ligamento inguinal dissecado. O balão foi 

insuflado intra-arterial na ilíaca ipsilateral a pressão 6 atm (atmosfera) pelo tempo de 

60 segundos, com insuflador (CID/20/30, Coke Medical), levando à distensão da 

parede arterial (BRASSELET et al., 2008). Após desinsuflação do balão e retirada do 

mesmo, foi feita hemostasia por ligadura da artéria femoral superficial com fio de 

algodão 3“0”, conforme estudos prévios (BAUMGARTNER, 1973; PLATE et al., 1989; 

HEHRLEIN et al., 1996; CORTELEKOGLU et al., 2006; BRASSELET et al., 2008). Por 

fim, a incisão da parede foi suturada por técnica convencional com fio de nylon 4-0 

(Ethicon Inc., Somerville, N).  

Administrou-se analgésicos (ibuprofeno 10 mg/Kg por via oral, por dois dias, 

diluído na água de consumo) e profilaxia antibiótica,  modificado de (GELLMAN et al., 

1991) com (Ceftriaxona 20 mg/kg/dia em dose única, IM) para todos os grupos de 

coelhos, no pós-operatório para evitar infecção e sofrimento dos animais.  

Vinte quatro horas após a realização da lesão endotelial (desnudação pelo 

balão) foi iniciada a administração das drogas e mantida a alimentação com ração 
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comercial, purina para coelhos.  Assim, o grupo Mo (moringa, denominado Mo) 

recebeu 200 mg/kg de solução de extrato etanólico das folhas de Moringa oleifera ao 

dia, o grupo  soro fisiológico (SF; controle negativo) recebeu soro fisiológico 0,9%, 10 

mL ao dia,  e o grupo Cilostazol (Cz) ; lote: 20100201, data de fabricação: 02/2010 e 

data de validade 02/2013, origem China, fabricante ZHENJIANG HAISEN, Lote interno 

1086) recebeu 50 mg/dia, conforme Tsai et al. (2008). Todos os grupos receberam as 

substâncias por via oral, durante 35 dias.  

3.3.2 Critérios de exclusão  

Foram excluídos os coelhos machos; os com idade inferior a quatro meses e 

superior a seis meses, peso corporal menor que 2 kg e superior 5 kg, os óbitos antes 

do tratamento com as drogas e ainda os que apresentaram anomalia da anatomia das 

estruturas a serem abordadas e aqueles com doenças prévias. 

3.3.3 Amostragem 

Foram estudados os coelhos selecionados, que formaram uma amostra não 

probabilística por conveniência.  

3.4 Procedimentos 

3.4.1 Grupos estudados 

 Grupo SF (Soro Fisiológico) 

Neste estudo, os coelhos do grupo SF foram tratados com solução fisiológica, 

10 mL ao dia, por via oral durante 35 dias. É o grupo controle negativo.    

 Protocolo experimental  

Os animais permaneceram em ambiente fechado e a experimentação foi 

realizada no biotério do Laboratório de Tecnologia Farmacêutica (LTF) da 

Universidade Federal da Paraíba (UFPB), em ambiente adequado para os coelhos. O 

ambiente continha sistema de ventilação e exaustão forçada, períodos de 

luminescência natural em ciclos de claro/escuro de 12h, temperatura média de 20˚C, 

ruído mínimo e umidade em torno de 50%. Os animais foram mantidos em gaiolas 
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apropriadas com área de 0,64 metros quadrados (m²) e não tiveram contato com suas 

secreções naturais, devido à adaptação das gaiolas para a manutenção da higiene. 

As gaiolas foram numeradas e a orelha do coelho tatuada com a respectiva 

numeração da gaiola, minimizando assim, a possibilidade de extravio. A dieta foi 

constituída de água e ração comercial (Purina® para coelhos) ad libtum, 200 g ao dia, 

conforme Santos (2008), antes e durante o experimento. A composição da Purina® 

para coelhos era constituída de proteína bruta 15%, extrato etéreo 2,5%, matéria 

fibrosa 16%, mineral 10%, cálcio 2,5%, fósforo 0,42%, umidade 13% e carboidrato 

31,58% (descrito na embalagem do produto). Os coelhos foram pesados, 

semanalmente, com uma balança digital de precisão Marte®, modelo AS 5000 C, com 

carga mínima 5 g e máxima de 5 kg. 

 Eutanásia dos animais 

A eutanásia dos animais ocorreu um dia após o término do tratamento com as 

substâncias. Os animais foram anestesiados com Xilazina na dose de 10 mg/kg e 

Ketamina na dose de 40 mg/kg, por via intramuscular, na coxa direita, conforme 

Harkness e Wagner (1993) e coletada amostra de sangue para dosagem do colesterol 

total, triglicerídeo, HDL, LDL e VLDL após o tratamento. A seguir, os animais sofreram 

eutanásia sob dose letal de anestésico (overdose com pentobarbital 60 mg/kg, 

intravenoso), conforme Asada et al. (1996) e coleta das artérias para preparo de 

lâminas para as devidas colorações: Hematoxilina, Eosina, Tricromo de Masson, 

Verhoeff e Imuno-histoquímica: C4d e HHF35 monoclonal. 

 Grupo Cz (Cilostazol) 

Os coelhos, neste grupo, foram tratados com 50 mg de Cilostazol (TSAI et al., 

2008) ao dia, por via oral, durante 35 dias e foram submetidos aos procedimentos do 

protocolo experimental semelhante ao grupo SF. 

 Grupo Mo (Moringa)  

Neste grupo, os coelhos foram tratados com extrato etanólico das folhas de 

Moringa oleifera (GHASi, NWOBODO; OFILi, 1999; CHUMARK et al., 2008), 

administrada na dose de 200 mg/kg ao dia (MEHTA et al., 2003), por via oral, durante 
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35 dias. Este grupo de animais foi submetido aos mesmos procedimentos 

experimentais do grupo SF. 

 O extrato etanólico das folhas da Moringa Oleifera  

O extrato etanólico das folhas da Moringa oleifera, nesta pesquisa, foi 

preparado de acordo com o método descrito por Bakre, Aderibigbe e Ademowo (2013) 

com algumas modificações. Dez quilos de folhas frescas da moringa foram colhidos 

direto no herbário da fazenda Santa Helena em Juazeiro, BA. As folhas foram 

resfriadas para evitar deterioração e transportadas até o Laboratório de Bioquímica 

(LB) da Universidade Federal da Paraíba (UFPB), onde foi obtido o extrato bruto das 

folhas da Moringa oleifera em etanol a 70%. Para a primeira extração, adicionou-se 

dez (10) kg de folhas frescas da Moringa oleifera com 13,6 L de etanol a 70% em 

aparelho percolador constituído de aço inox (Metalúrgica Tech Vision, Guarulhos, SP) 

por 72 h, à temperatura ambiente. A seguir, o conteúdo foi coado em filtro constituído 

de algodão e papel com poros 16, o que resultou em 1.221,3 g de extrato bruto. A 

segunda extração juntou-se a este conteúdo 7,2 L de etanol a 70% e realizado o 

mesmo procedimento, quando a extração resultou em 732,2 g. A terceira extração foi 

juntado os 732,2 g a dez litros de etanol a 70% e resultou em 702 g, seguindo o mesmo 

protocolo, com rendimento final de 7,02%. Sendo todas as extrações realizadas à 

temperatura ambiente. A seguir, o concentrado de extrato etanólico foi passado em 

evaporador rotatório de marca BUCHI (R II 230 V 50/60 Hz) a vácuo e à temperatura 

de 500C, conforme técnica realizada no laboratório de bioquímica da Universidade 

Federal da Paraíba, (UFPB) para retirada de água e álcool. Para a administração aos 

coelhos, o extrato das folhas da Moringa oleifera foi diluído com Tween 80 a 6,7% em 

solução salina na concentração de 200 miligramas (mg) por mililitro (mL), quando para 

cada quilo de peso animal foi feito um mL desta solução. 

 Técnica de randomização 

Foi empregada a técnica de randomização simples com auxílio do programa 

gratuito randomizer. O sorteio dos animais para cada grupo foi feito por aleatorização 

simples, com o auxílio do programa gratuito Research randomizer no site 

http://www.randomizer.org/form.htm, em três grupos com 10 números cada. Cada 

grupo correspondeu à substância utilizada e os números gerados para cada animal. 

http://www.randomizer.org/form.htm
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Os animais receberam uma letra e um número correspondendo ao grupo de 

administração e para identificação dos mesmos, o SF para soro fisiológico, Mo para a 

Moringa oleifera e Cz paro o cilostazol.  

O sorteio dos animais para cada grupo foi feito, aleatoriamente, (VIEIRA, 1984) 

com fichas numeradas de Mo1 a Mo10 (para o grupo Moringa), de Cz1 a Cz10 (para 

o grupo da Cilostazol) e SF1 a SF10 (para o grupo soro fisiológico). Estas fichas foram 

misturadas e retiradas ao acaso com o auxílio do randomizer. Este estudo foi formado 

de 3 (três) grupos de 10 coelhos. 

 Técnica de mascaramento 

O mascaramento foi realizado para o indivíduo, que mensurou as variáveis 

bioquímicas e histológicas.  

Os animais receberam uma letra e um número correspondente ao grupo de 

administração e para identificação do animal Mo1 – correspondeu ao animal 1(um) do 

grupo Moringa; Cz1 – correspondeu ao animal 1(um) do grupo cilostazol) e SF1 – 

correspondeu ao animal 1(um) do grupo soro fisiológico (controle negativo). Esta 

marcação foi feita, por meio de escrita em tinta azul indelével na face interna da base 

da orelha direita, com caneta tipo piloto permanente (permanent Mark®). 

O mascaramento para a microscopia foi realizado pela troca da letra e número 

da marcação inicial por outra letra e números conhecidos, somente, por aquele que 

realizou a marcação das orelhas (pesquisador principal), sendo a nova identificação 

guardada em envelope opaco selado, que só foi aberto no momento da análise dos 

dados. O patologista não soube qual método foi utilizado no vaso alvo. 

3.5 Variáveis 

3.5.1 Variável primária 

 A diferença de média de hiperplasia miointimal 

A hiperplasia miointimal é a proliferação e migração de células musculares lisas 

da camada média arterial, além de células da medula óssea, que migram para a 

camada íntima, diminuindo, dessa forma, o lúmen vascular (LIU; ROUBIN; KING, 

1989). 
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Para a eficácia do tratamento, a hiperplasia miointimal foi avaliada pela 

morfometria e os valores dados em área e, em seguida, realizada a média de cada 

grupo.  A diferença dessas médias de áreas foi utilizada para afirmar qual tratamento 

foi mais eficaz. Quanto maior a diferença de média, maior a redução da hiperplasia e, 

portanto, mais eficaz o tratamento empregado. 

3.5.2 Variáveis secundárias 

 A média de espessura de parede miointimal no grupo soro 

fisiológica (SF)  

A média de espessura miointimal está diretamente relacionada à área de 

hiperplasia miointimal. Quanto maior for a espessura, maior a hiperplasia miointimal. 

As médias foram mensuradas por microscopia óptica e morfometria digital 

(Mediacybernetics, Image Pro-Plus 7.0, Bethesda, MD, USA), cinco semanas após a 

angioplastia.  

 Colorações 

Coloração é a técnica histológica que consiste na marcação de material 

biológico com um corante ou outro reagente, com o propósito de identificar e 

quantificar componentes de tecidos ou seus extratos (BIREME, 2011). Os cortes de 

tecidos devem ser realizados de acordo com as técnicas padrão para distinguir e 

facilitar as diferentes estruturas celulares, que têm o mesmo grau de refringência e, 

assim, torná-las distinguíveis, quando observadas pela microscopia óptica (LARSON 

et al., 2011). 

A microscopia é feita por meio da amplificação de imagens (transmitidas por 

luz ou feixes de elétrons) com lentes ópticas ou magnéticas, que ampliam todo o 

campo da imagem (BIREME, 2011). As lâminas foram preparadas nas objetivas de 

2,5X, 10X e 40X. As amostras foram examinadas em microscópio de luz (Olympus 

BH2, Tóquio, Japão). Os blocos arteriais foram cortados com micrótomos, em 

fragmentos de 0,5 cm e seccionados com espessura de 3 μm e estão descritas nas 

secções correspondentes a cada procedimento. 

 As colorações: Hematoxilina/Eosina – HE 
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Estas colorações foram realizadas neste estudo, de acordo com as técnicas 

padrão original (WISSOWZKY, 1876), observando os cuidados técnicos (LARSON et 

al., 2011) e mantido o preparo rotineiro de lâminas histológicas para avaliar alterações 

estruturais da parede arterial pela microscopia óptica. 

 Coloração Tricromo de “Masson”  

Nesse método de coloração, o núcleo se torna azul escuro ou preto, o 

citoplasma ou a queratina e as fibras intercelulares se coram em vermelho e o 

colágeno e músculo em azul, com melhor visualização das estruturas celulares não 

identificadas pelo HE. Neste estudo, esta coloração foi realizada de acordo com os 

padrões originais, desenvolvidos por Masson (1929) e mantido preparo de rotina de 

lâminas histológicas para microscopia óptica.   

 Coloração de Verhoeff  

Esta coloração cora colágeno em vermelho, elastina em preto e sangue em 

amarelo. É útil para demonstrar a atrofia do tecido elástico em casos de 

adelgaçamento e perda de fibras elásticas na arteriosclerose e em outras doenças 

vasculares. Da mesma forma, esta coloração foi realizada de forma rotineira, 

conforme  método original (VERHOEFF, 1908). 

 Análise histológica e morfométrica 

Após a eutanásia dos animais, foram coletadas as artérias ilíacas direitas, com 

o segmento lesado pelo balão expandido, entre as excisões. As artérias foram abertas 

longitudinalmente, ao longo da parede posterior, preparadas em blocos e fixadas em 

formalina a 10% por 24-48 horas. Em seguida, levadas para o preparo rotineiro de 

lâminas histológicas para microscopia óptica: desidratação gradativa e crescente pelo 

álcool a 70% até o álcool absoluto – diafanização em xilol e embebição em parafina 

líquida a 60˚C com preparação dos blocos de parafina.  

Esses blocos foram cortados no micrótomo, transversalmente, em fragmentos 

de 0,5 cm e seccionados com espessura de 3 μm. A desparafinização das lâminas foi 

feita com três banhos de xilol, por dez minutos cada, seguidos de três banhos de 

etanol absoluto, dois banhos de etanol 95% e um banho de etanol 75%. As lâminas 

com os cortes histológicos foram, então, lavadas em água corrente. Para a coloração 
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hematoxilina-eosina, as lâminas foram coradas por dois minutos em hematoxilina, 

lavadas e coradas com eosina por mais dois minutos.    

A análise morfométrica foi realizada em imagens de três campos de cada corte 

histológico das artérias ilíacas dos animais dos grupos: Soro fisiológico (SF), Moringa 

(Mo) e Cilostazol (Cz) e coradas com hematoxilina/eosina (H/E). 

 As lâminas foram montadas, preparadas e examinadas por patologista 

devidamente credenciado nas objetivas de 2,5X 10X, 40X. As amostras foram 

examinadas em microscópio de luz (Olympus BH2, Tóquio, Japão) e as imagens 

foram transferidas para o computador, utilizando um conversor digital com câmera de 

vídeo (Olympus DP71, Tóquio, Japão). 

O microscópio foi ligado a um sistema de captura de imagem, utilizado em todas 

as lâminas dos grupos para as medições. Foram selecionados, aleatoriamente, três 

campos de cada lâmina, proveniente dos animais de cada grupo e analisadas, usando 

o software (ImageJ Tool, UTHSCSA–versão 3.0 para Windows, sistema de análise).  

As imagens foram processadas e as medidas foram realizadas em secções 

transversais. Assim, a parede miointimal foi isolada, externamente, pela lâmina 

limitante elástica externa e, internamente, pela luz do vaso, usando-se a imagem do 

sistema analisador (ImageJ), assistida por computador para cálculo da razão entre a 

lesão e a área total. Desta forma, baseado em estudos prévios (CORTELEKOGLU et 

al., 2006; PAPADOPULOS et al., 2007) modificado, foi calculado o índice miointimal; 

fazendo-se a diferença entre a área total (At) e a área da luz (L), dividida pela área 

total (Figura 4).  
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Figura 4 – Representação do cálculo do índice miointimal: At = área total; L = luz do 
vaso; Pm = parede miointimal 

 

Fonte: Autor. 

 A média de espessura de parede miointimal no grupo moringa (Mo) 

As técnicas de colorações e análise morfométrica empregadas para a 

determinação da média de espessura miointimal, neste grupo, foram semelhantes ao 

grupo soro fisiológico. 

 A média de espessura de parede miointimal no grupo cilostazol (Cz) 

Da mesma forma, a média de espessura miointimal, neste grupo, foi 

determinada com a mesma técnica do grupo soro fisiológico. 

3.5.2.1 Colorações imuno-histoquímica  

3.5.2.2 Áreas positivas para o marcador C4d 

O C4d é um produto da degradação do componente C4 da via clássica do 

complemento e como um biomarcador, C4d permite visualizar a ligação direta entre 

anticorpos e a lesão dos tecidos em locais de ligação do anticorpo ao local da lesão. 

É um marcador com potencial para identificar os pacientes, que podem se beneficiar 

do uso de um fármaco testado (COHEN et al., 2012).  
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 Detecção do marcador C4d 

Realizada conforme técnica empregada por Faleiros (2009), as lâminas foram 

desparafinadas em concentrações decrescentes de xilol e de álcool (absoluto, 90%, 

80% e 70%) até água destilada. A seguir, foram incubadas em câmara úmida e escura 

com peróxido de hidrogênio a 3% para bloqueio da peroxidase endógena. As lâminas 

foram lavadas com PBS (Phosphate Buffer Solution) e colocadas em uma cuba, 

contendo solução de recuperação antigênica (Target Retrieval Solution DAKO). A 

cuba foi colocada em uma panela ao vapor a 100º C por 40 minutos. Depois, as 

lâminas foram lavadas com PBS e incubadas em câmara úmida e escura com uma 

gota de bloqueador de proteínas (Protein Block Serum-free DAKO) por 30 minutos. 

Posteriormente, foi retirado o excesso de bloqueador e as lâminas foram incubadas 

em câmara úmida e escura com anticorpo primário anti-C4d (1:600, ALPCO) a 4º C. 

As lâminas foram lavadas em PBS e incubadas na mesma câmara com o link (Kit 

Advance HPR Detection System DAKO) por 30 minutos à temperatura ambiente, 

depois foram lavadas em PBS e incubadas com a enzima (Kit Advance HPR Detection 

System DAKO) por 30 minutos. Em seguida, foram lavadas com PBS e incubadas 

com o cromógeno diamino benzidina por 5 minutos. Posteriormente, foram lavadas 

com PBS e colocadas em água destilada por 10 minutos. As lâminas foram contra 

coradas com hematoxilina de Harris por 30 segundos e lavadas em água corrente por 

5 minutos. Depois, as lâminas foram desidratadas em uma sequência de álcoois (70%, 

80%, 90%, 95%), diafanizadas em xilol e montadas com uma gota de entelan e 

lamínula.  As lâminas foram visualizadas em microscópio de luz comum e analisadas 

empregando-se a técnica do teste de 36 pontos (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003). 

A área dos imunomarcadores foi calculada  pela esteroscopia, por um sistema de teste 

composto por teste de pontos e linhas-teste sobre um quadro, conhecido como área-

teste, que estima a densidade de volume. A densidade de volume foi estimada por 

contagem de pontos, que tocam os imunomarcadores (coloração acastanhada) em 

uma área teste equivalente a 200,0 µm2, conforme Figura 5. 
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Figura 5 – Técnica para determinação da esteroscopia pela coloração imuno-
histoquímica, C4d, Obj 40x. 

 
Fonte: Acervo pessoal do autor. 

 Determinação da área marcada da imuno-histoquímica pela 

esteroscopia 

A estereologia usa um sistema de teste, geralmente, composto por teste de 

pontos, linhas-teste sobre um quadro conhecido como área-teste e estima densidades 

por volume:  

Para a histeroscopia das colorações imuno-histoquímicas HHF35 monoclonal 

e C4d, foram utilizados o teste dos 36 pontos (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003), em 

que a área dos imunomarcadores foi calculada pela fórmula:  

A = Vv/2Qa µm2 

Onde: 

Vv é a densidade de volume do imunomarcador estimada por contagem de 

pontos pelo teste dos 36 pontos, dividida pela densidade numérica por área de 

núcleos. 

   +   +   +   +   +   + 

   +   +   +   +   +   + 

   +   +   +   +   +   + 

   +   +   +   +   +   + 

   +   +   +   +   +   + 

   +   +   +   +   +   +   
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Vv = Pp/Pt 

Pp = número total de pontos que tocam os imunomarcadores 

Pt = número total de pontos da área teste  (200,0 µm2) que, no caso deste 

estudo, foi 36 pontos 

Qa = densidade numérica por área de núcleos (estimada pela fórmula):  

Qa = N/At 

Onde:  

N = número de núcleos contados dentro da área teste   

At = a área teste utiizada, equivalente a 200,0 µm2  

a = área marcada da imuno-histoquímica 

3.5.2.3 Áreas positivas para o marcador HHF35 monoclonal 

O HHF35 é um anticorpo específico para células musculares (antiactina que 

reconhece isótipos de actina (alfa e gama), comuns a todas as células musculares, 

incluindo células do músculo liso) (GOWN; TSUKADA;  ROSS, 1986; TSUCADA et 

al., 1991). Imuno-histoquímica de tecido, fixado em formalina, geralmente, geram 

sinais de coloração mais fracos (NICKELEIT;  MIHATSCH, 2003).   

 Detecção do marcador HHF35 Monoclonal 

Utilizou-se, para o estudo imuno-histoquímico, técnica em conformidade com 

Santis-Isolan (2009). Os anticorpos foram diluídos com diluente de anticorpos 

Dakocytomation®, que consiste em um tampão Tris-HCL 0.05 M, contendo 0,1% de 

Tween, proteína transportadora, para reduzir a coloração de fundo e Azida Sódica 15 

mM. Empregou-se, como anticorpo secundário, o EnVision®+Dual Link/Peroxidase, 

marca Dakocytomation®. Este reagente contém imunoglobulinas de cabra anticoelho 

e anticamundongo, conjugadas a um polímero, marcado com peroxidase, em tampão 

Tris-HCL, contendo proteína carreadora e um agente antimicrobiano. Utilizou-se como 

cromógeno, para revelar as reações, o 3,3'-diaminobenzidina (DAB); Sistema 
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Substrato-Cromógeno marca Dakocytomation®. Na oxidação, o DAB forma um 

produto final marrom no sítio do antígeno. Na preparação do reagente, foi adicionado 

1 ml de substrato tamponado para cada gota de DAB cromógeno. Foi utilizado o 

Anticorpo monoclonal Muscle Specific Actin (HHF35) (DakoCytomation®). A 

positividade da coloração imuno-histoquímica foi identificada nas áreas de 

pigmentação acastanhada. As matrizes de tecidos corados pelos anticorpos foram 

analisadas pelo microscópio óptico da marca Zeiss® em aumento de 40 vezes em três 

campos distintos. As imagens digitalizadas foram capturadas e analisadas pelo 

programa Image Pro Plus (Media Cybernetics, Califórnia, EUA), para Windows, por 

meio da ferramenta “Measures”, calibrada, previamente, para objetiva 40X. Após o 

reconhecimento pelo programa das áreas marcadas pelos anticorpos; a contagem de 

áreas identificadas pelo marcador HHF35 monoclonal, de coloração acastanhada foi 

empregada a esteroscopia, visualizada em microscópio de luz comum e analisada, 

empregando-se a técnica do teste de 36 pontos (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003), 

que é um sistema composto por teste de pontos e linhas-teste sobre um quadro 

conhecido como área-teste, que estima a densidade de volume de área. A densidade 

de volume foi estimada por contagem de pontos, que tocam os imunomarcadores 

(coloração acastanhada) em uma área teste equivalente a 200,0 µm2, conforme Figura 

4. 

 A média de colesterol total 

O colesterol é o principal esterol de todos os animais superiores, distribuído nos 

tecidos do corpo, especialmente, no cérebro e na medula espinhal, e nas gorduras e 

óleos animais (BIREME, 2011). É um esterol (uma combinação de esteroide e álcool), 

um lipídio, encontrado nas membranas celulares de todos os tecidos do corpo 

humano, que é transportado no plasma sanguíneo de todos os animais (GHASI; 

NWOBODO; OFILI, 1999). 

 A média de HDL-C 

É a classe de lipoproteínas compostas de partículas de pequeno tamanho e 

peso denso. É sintetizada no fígado sem um centro lipídico e acumula ésteres de 

colesterol periférico e os transporta para o fígado para ser reutilizado ou eliminado do 

corpo (o transporte inverso do colesterol). Faz uma ponte de ida e volta entre as 

http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Animais
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Tecidos
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Cérebro
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Gorduras
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Óleos
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apolipoproteína C e apolipoproteína E para formar lipoproteínas ricas em triglicerídeos 

durante seu catabolismo. O nível plasmático de HDL tem sido inversamente 

correlacionado com o risco de doenças cardiovasculares (BIREME, 2014).  

 A média de LDL-C  

São lipoproteínas compostas de partículas de pequeno tamanho com um centro 

constituído, principalmente, de ésteres de colesterol e pequenas quantidades de 

triglicerídeos. A monocamada superficial consiste, na sua maioria, de fosfolipídios, 

uma única cópia de apolipoproteína b-100, e de colesterol livre. O LDL é formado 

quando um colesterol se liga a uma lipoproteína de baixa densidade para ser 

transportado pela corrente sanguínea. Sua sigla LDL vem do inglês Low Density 

Lipoproteins, traduzida para português como Lipoproteínas de Baixa Densidade. O 

colesterol ligado à LDL é o que se deposita nas paredes das artérias, quando em 

excesso. Por isso denominado “mau colesterol”, quando em excesso. A função 

principal do LDL é o transporte de colesterol e ésteres de colesterol aos tecidos extra-

hepáticos (BIREME, 2011). 

 A média de VLDL-C 

É o colesterol que está contido ou ligado a uma lipoproteína de densidade muito 

baixa (VLDL). Altos níveis circulantes de colesterol-VLDL são encontrados na 

Hiperlipoproteinemia Tipo IIB. O colesterol no VLDL é finalmente liberado 

pelas lipoproteínas de baixa densidade para os tecidos, após o catabolismo do VLDL 

em lipoproteínas de densidade intermediária, e, em seguida, em LDL (BIREME, 2014). 

 A média de triglicerídeo 

É o nome genérico de qualquer tri-éster, oriundo da combinação do glicerol (um 

tri-álcool) com ácidos, especialmente, ácidos graxos (ácidos carboxílicos de longa 

cadeia alquílica), no qual as três hidroxilas (do glicerol) sofreram condensação 

carboxílica com os ácidos, os quais não precisam ser, necessariamente, iguais. 

Triacilgliceróis são prontamente reconhecidos como óleos ou gorduras, produzidos e 

armazenados nos organismos vivos para fins de reserva alimentar (LEHNINGER; 

NENSON, 2002). 

http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Lipoproteínas
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Partículas
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Ésteres%20de%20Colesterol
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Triglicerídeos
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Fosfolipídeos
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Apolipoproteína%20B-100
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Colesterol
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Colesterol
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Ésteres%20de%20Colesterol
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Tecidos
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Colesterol
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Colesterol
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Colesterol
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Lipoprote%EDnas
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Tecidos
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Lipoprote%EDnas
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3.5.3 Dados complementares 

 Peso corporal dos animais 

É a massa ou quantidade de peso de um indivíduo, expresso em unidades de 

quilogramas ou libras (BIREME, 2011). Os animais foram pesados semanalmente, 

iniciado momentos antes da administração das drogas e a última pesagem foi 

realizada no dia anterior à eutanásia dos coelhos, conforme (NOGUEIRA, 2012; 

ROLIM, 2012). 

 A Frequência de isquemia de membro 

Isquemia é a hipoperfusão do sangue através de um órgão (ou tecido), causado 

por constrição patológica, obstrução de seus vasos sanguíneos ou ainda ausência de 

circulação sanguínea (BIREME, 2011). 

 A Frequência de perda de membro 

É a remoção de um membro por amputação (BIREME, 2014).  

 A Frequência de morte 

Morte é a cessação irreversível de todas as funções corpóreas, manifestada 

por ausência de respiração espontânea e perda total das funções cardiovascular e 

cerebral (BIREME, 2011).  

 A Frequência de infecção 

Infecção resulta da invasão e multiplicação de micro-organismos no organismo 

hospedeiro, que podem causar doenças ou condições patológicas (BIREME, 2011). 

3.6 Método estatístico 

3.6.1 Cálculo do tamanho da amostra 

Neste estudo, o tamanho da amostra foi arbitrado em 10 coelhos por grupo, em 

três grupos, conforme dados da literatura (CORTELEKOGLU et al., 2006), totalizando 

30 (trinta) coelhos. Foi fundamentado em trabalhos, que comprovaram resultados 

http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Sangue
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Constri%C3%A7%C3%A3o%20Patol%C3%B3gica
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Vasos%20Sangu%C3%ADneos
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Circula%C3%A7%C3%A3o%20Sangu%C3%ADnea
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Respira%C3%A7%C3%A3o


57 

 

estatísticos aceitáveis, com número menor de animais, em modelos experimentais 

(CORTELEKOGLU et al., 2006; BRASSELET et al., 2008; Santos, 2008), respeitando 

as normas da COBEA. 

Foi utilizada uma calculadora eletrônica disponível na Internet no URL: 

http://www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/di_2_pro.html, na qual os dados foram 

inseridos para o cálculo do tamanho da amostra. E, para os cálculos estatísticos, o 

programa estatístico GraphPad Instat® Versão 3.06 de 32 bit para Windows (criado 

em 5 de setembro de 2003). 

3.6.2 Análise estatística 

Os dados foram coletados em um formulário padronizado (Anexo H) e 

tabulados e armazenados em uma planilha eletrônica de dados (Microsoft Excel® 

2003. Redmond, WA, EUA). As entradas de dados foram realizadas de forma cegas 

e independentes.  

A análise estatística foi realizada com os testes paramétricos de Análise de 

Variância (ANOVA) one-way (uma classificação) e ANOVA two way (duas 

classificações) com pós-teste de “Tukey” e calculado o intervalo de confiança (IC) de 

95% para as estimativas das diferenças entre médias e para análise do perfil lipídico 

dos animais, antes e depois do tratamento. O teste t paramétrico, para comparação 

de dados emparelhados, foi realizado para a análise do perfil lipídico, antes e depois 

do tratamento dos coelhos. O teste de associação de Qui-quadrado foi aplicado aos 

eventos (Colangite, células espumosas, esteatose hepática, Infiltrado portal, isquemia, 

Infecção e perda de membros). As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes para valor de p ≤ 0,05.   

A análise descritiva foi realizada, calculando-se as medidas de posição e de 

variabilidade, média e desvio padrão amostral e o intervalo de confiança de 95% 

Gardner e Altman (1989) para a média estimada. Os cálculos foram realizados com o 

auxílio do aplicativo estatístico GraphPad Instat® (Versão atual, GraphPad Software 

Inc., San Diego, CA) 3.06 de 32 bit para Windows (criado em 5 de setembro de 2003). 

As discordâncias foram resolvidas por consenso. 
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3.6.2.1 Hipóteses estatísticas 

Ho: PMo = PCz = PSF (A diferença de média de hiperplasia miointimal é a mesma 

para os grupos do extrato etanólico das folhas da moringa, do cilostazol e do soro 

fisiológico). 

H1: PMo  PCz  PSF (A diferença de média de hiperplasia miointimal é diferente 

para os grupos da moringa, do cilostazol e do soro fisiológico). 

3.6.2.2 Testes estatísticos 

Foram utilizados análise de variância ANOVA paramétrico One-way (uma 

classificação) ou ANOVA two-way (duas classificações) e no caso de resultado 

estatisticamente significativo, ou seja, valor de p ≤ 0,05, utilizou-se o pós-teste de 

comparações múltiplas de “Tukey”. Foram também empregados os testes Qui-

Quadrado (X2) e t studant para dados emparelhados. 

A Hiperplasia miointimal foi analisada pela ANOVA paramétrica (one-way) na 

comparação das médias entre os grupos. As premissas para sua utilização foram 

satisfeitas: a) Normalidade dos dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (p>0,05) e 

b) Teste de Levene para igualdade de variâncias (p>0,05). 
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4 RESULTADOS  

4.1 Desvios da pesquisa 

Dos 35 coelhos que receberam dieta hipercolesterolêmica, cinco animais foram 

excluídos na fase de instalação da aterosclerose e após a indução da hiperplasia 

miointimal pela angioplastia na artéria ilíaca externa direita, antes do início do emprego 

das drogas (Cz, Mo e SF). Assim; três coelhos foram a óbito devido a provável 

ingestão de gema de ovo diretamente nos pulmões. Os dois últimos; um por 

hemorragia incontrolável e outro por ruptura da artéria ilíaca direita angioplastada 

(Figura 3).  

4.2 Características da amostra 

Durante o tratamento com o cilostazol, o extrato etanólico e a solução salina, 

não houve morte dos animais. O peso apresentou redução durante o tratamento, 

porém, significante apenas, no grupo soro fisiológico (p=0,024), conforme Tabela 1. 

Tabela 1 – Média, Desvio Padrão e IC95% dos pesos inicial e final segundo os grupos 
(SF, Mo e Cz)  

 

Grupos 

Peso inicial (g) Peso final (g) Teste t(+) 

M ± DP IC95% M ± DP IC95% Sig. P 

SF 3.198,0 ± 652,8 2.731,0 a 3.665,0 2.155,1 ± 609,5 2.519,1 a 3.391,1 p=0,024* 

Mo. 3.392,6 ± 326,9 3.158,7 a 3.626,5 3.276,1 ± 367,0 3.013,6 a 3.538,6 p=0,277 

Cz 3.180,0 ± 491,7 2.828,3 a 3.531,7 3.050,4 ± 513,7 2.682,9 a 3.417,9 p=0,221 

Fonte: Autor. 

Notas: SF; Soro Fisiológico, Mo; Moringa oleifera, Cz; Cilostazol, M; média e DP; Desvio Padrão e IC. 

  (+) Teste t (dados emparelhados); Resultado significativo, (*) p ≤ 0,05 

4.3 Variáveis 

4.3.1 Variável primária 

 Diferença de média de hiperplasia miointimal   

A diferença de média de hiperplasia miointimal, avaliada por análise de 

variância; ANOVA (one way) para comparação das médias entre os três grupos: (SF, 

Mo e Cz), resultou em diferença estatísticamente significativa (p<0,0001). A média de 
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cada grupo e o respectivo intervalo de confiança foram representados da seguinte 

forma: SF m = 35,74 (IC 95% 31,76 a 39,71), Mo m = 38,66 (IC 95% 33,37 a 43,94) e 

o Cz m = 16,21 (IC 95% 13,36 a 19,05) (Figura 6). Quando empregado o teste 

““Tukey”” de comparações múltiplas entre as diferenças de médias, o resultado foi 

confirmado, fornecendo os seguintes resultados: Mo - Cz m = 22,452 (IC 95% 16,010 

a 28,894) (p<0,05), SF- Cz m = 19,529 (IC 95% 13,087 a 25,971) (p<0,05) e SF - Mo 

m = -2,923 (IC 95% -9,365 a 3,519) (p>0,05) (Figura 7). Indicando, portanto, uma 

melhor resposta ao tratamento com cilostazol (Tabela 2). 

Figura 6 – Representação gráfica da comparação de média de hiperplasia miointimal 
entre os grupos (%) 
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Figura 7 – Comparações múltiplas de médias de hiperplasia miointimal entre os  grupos 
(%) 
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Fonte: Autor. 

Figura 8 – Fotomicrografia em HE, Obj. 10x da artéria ilíaca direita do grupo Mo: Moringa 
oleífera (A) 

Fonte: Acervo pessoal do autor. 

Notas: Seta H aponta hiperplasia miointimal, CE: células espumosas. Escala 0,07mm. 
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Figura 9 – Fotomicrografia em HE, Obj. 10x da artéria ilíaca direita do grupo Mo: Moringa 
oleífera (B) 

Fonte: Acervo pessoal do autor. 

Notas: Seta H aponta hiperplasia miointimal, C: cálcio. Em escala 0,07mm. 

Figura 10 – Fotomicrografia em HE, Obj. 10x da artéria ilíaca direita do grupo SF: Soro 
Fisiológico  

 
Fonte: Acervo pessoal do autor. 

Notas: Seta H aponta hiperplasia miointimal, D: desarranjo de núcleos celulares, CE: células 
espumosas e N: núcleo. Em escala 0,07mm. 
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Figura 11 – Fotomicrografia em HE, Obj. 10x da artéria ilíaca direita do grupo Cz:  
                   Cilostazol 

Fonte: Acervo pessoal do autor. 

Notas: Seta H aponta hiperplasia miointimal, D: desarranjo de núcleos celulares. Em escala 0,07mm. 

Figura 12 – Fotomicrografia em Masson, Obj. 10x da artéria ilíaca direita do grupo Mo: 
Moringa oleifera 

[
Fonte: Acervo pessoal do autor. 

Notas: Seta H aponta hiperplasia miointimal, D: desarranjo de núcleos celulares, CE: células 
espumosas. Em escala 20µm 
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Figura 13 – Fotomicrografia em Masson, Obj. 40x da artéria ilíaca direita do grupo Mo: 
Moringa oleifera 

Fonte: Acervo pessoal do autor. 

Notas: Seta H aponta hiperplasia miointimal, D: desarranjo de núcleos celulares, E: lâmina elástica 
interna, CE: células espumosas. Em escala 20µm 

Figura 14 – Fotomicrografia imuno-histoquímica C4d da artéria ilíaca direita do grupo 
Mo; Moringa oleifera, Obj. 40x 

 
Fonte: Acervo pessoal do autor.  

Notas: Seta H aponta hiperplasia miointimal, D: desarranjo de núcleos celulares, E: membrana elástica 
interna, M: marcador C4d e CE: célula espumosa. Escala 0,02mm. 
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Figura 15 – Fotomicrografia imuno-histoquímica HHF35 monoclonal, da artéria ilíaca 
direita do grupo Mo; Moringa oleifera, Obj. 40x 

Fonte: Acervo pessoal do autor. 

Notas: Seta H sinaliza hiperplasia miointimal, CE: célula espumosa, M: marcador HHF35 monoclonal, 
E: membrana limitante elástica interna. Escala 0,02mm. 

Figura 16 – Fotomicrografia imuno-histoquímica HHF35 monoclonal, da artéria ilíaca 
direita, do grupo SF; Soro Fisiológico, Obj. 10x 

Fonte: Acervo pessoal do autor 

Notas: Seta H sinaliza hiperplasia miointimal, M: marcador HHF35 monoclonal. Escala 0,07mm.  
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4.3.2 Variáveis secundárias   

4.3.2.1 Médias de espessura de parede miointimal avaliada nos grupos 

Quando avaliada as médias de espessura de parede através da análise de 

variância, ANOVA (one way), satisfeitas as premissas de normalidades dos dados e 

igualdade de variâncias, foram evidenciados os seguintes resultados: medidas 

descritivas (média ± DP) dos grupos e significância p-valor < 0,05. Assim, a média de 

cada grupo e o respectivo intervalo de confiança foram representados da seguinte 

forma: Mo m = 38,66 (IC 95% 33,37 a 43,94), o Cz m = 16,21 (IC 95% 13,36 a 19,05) 

e o SF m = 35,74 (IC 95% 31,76 a 39,71), de acordo com a Tabela 2. 

Tabela 2 – Média, Desvio Padrão e IC95% do percentual da área de parede nos grupos 

 Droga N % Parede (M ±DP) IC95% (Linf, Lsup)  

Moringa 10 (38,66 ± 7,39) (33,37 a 43,94)  

Cilostazol 10 (16,21 ± 3,98) (13,36 a 19,05)  P < 0,0001* 

S. Fisiológico 10 (35,74 ± 5,55) (31,76 a 39,71)  

Fonte: Autor. 

Nota: M: média e DP: desvio padrão - (*) ANOVA resultado significativo: p < 0,05 

4.3.2.2 Avaliação do triglicerídeo 

As médias de triglicerídeo iniciais e finais pela análise de variância; ANOVA 

(two-way), segundo os grupos (SF, Mo e Cz) não apresentaram resultado 

estatisticamente significante (p=0,0959). A média de cada grupo e o respectivo 

intervalo de confiança foram representados da seguinte forma: SF m = 61,85 (IC 95%: 

56,32 a 67,38), Mo m = 78,30 (IC 95%: 59,23 a 97,37) e Cz m = 66,30 (IC 95%: 47,61 

a 84,99) (Figura 17). Para a confirmação destes resultados, foi realizado o teste 

““Tukey”” de comparações múltiplas, quando as diferenças de médias entre os grupos 

foram confirmadas: Mo - Cz m = 12,00(IC 95%: -6,62 a 30,62) p>0,05, SF - Cz m =-

4,45 (IC 95%: -23,07 a 14,17) p<0,05 e SF - Mo m =-16,45 (IC 95%: -35,07 a 2,07) 

p>0,05 (Figura 18).  
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Figura 17 – Representação gráfica da comparação de médias de triglicerídeo entre os 
grupos 
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Figura 18 – Comparações múltiplas de médias de triglicerídeo entre os grupos 
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S F  -  C z  m  = -4 ,4 5  ( IC  9 5 % :-2 3 ,0 7  a  1 4 ,1 7 )  p > 0 ,0 5

S F  -  M o  m  = -1 6 ,4 5  ( IC  9 5 % :-3 5 ,0 7  a  2 ,0 7 )  p > 0 ,0 5

Fonte: Autor. 
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4.3.2.3 Avaliação do colesterol total  

A avaliação da média inicial e final do colesterol total pela análise de variância; 

ANOVA (two way) em cada grupo (SF, Mo e Cz) apresentou resultados 

estatísticamente significativos (p = 0,0043). A média de cada grupo e o respectivo 

intervalo de confiança foram representados: SF m = 43,20 (IC 95%: 34,72 a 51,68), 

Mo m = 50,70 (IC 95%: 39,14 a 62,26) e Cz m = 35,55 (IC 95%: 31,72 a 39,38) (Figura 

19). Quando os grupos foram avaliados pelo teste “Tukey” para as diferenças de 

médias, foram confirmados os resultados acima. Assim: Mo - Cz m = 15,15 (IC95%: 

4,84 a 25,46) p<0,05, SF - Cz m = 7,65 (IC95%: -2,66 a 17,96) p>0,05 e SF - Mo m = 

-7,50 (IC95%: -17,81 a 2,81) p>0,05 (Figura 20), mostrando melhor resposta ao 

tratamento com o cilostazol. 

Figura 19 – Representação gráfica da comparação de médias de colesterol total entre 
os grupos 
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Figura 20 – Comparações múltiplas de médias de colesterol total entre os grupos 
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Fonte: Autor.   

4.3.2.4 Avaliação do HDL 

A média inicial e final do HDL em cada grupo de coelhos, avaliados pela análise 

de variância; ANOVA (two-way), segundo os grupos (SF, Mo e Cz) apresentou 

diferença estatisticamente significantes (p = 0,0044). A média e o intervalo de 

confiança de cada grupo foram representados: SF m = 20,23 (IC 95%: 12,65 a 27,80), 

Mo m = 32,13 (IC 95%: 23,03 a 41,22) e Cz m = 21,27 (IC 95%:18,62 a 23,92). (Figura 

21). A diferença de média entre os grupos foi avaliada pelo teste “Tukey”, que 

confirmou o resultado significante. Assim: Mo - Cz m = 10,86 (IC95%: -1,93 a 12,36) 

p<0,05, SF - Cz m = -1,04 (IC95%: -7,71 a 6,57) p>0,05 e SF - Mo m = -11,90 (IC95%: 

-12,93 a 1,36) p>0,05, confirmando maior média de HDL no grupo moringa (Figura 

22). 
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Figura 21 – Representação gráfica da comparação de médias de HDL entre os grupos 
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Fonte: Autor. 

Figura 22 – Comparações múltiplas de médias de HDL entre os grupos 
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S F  -  C z  m  =  -1 ,0 4    ( IC 9 5 % : -7 ,7 1  a  6 ,5 7 )    p > 0 ,0 5

S F  -  M o  m  =  -1 1 ,9 0  ( IC 9 5 % : -1 2 ,9 3  a  1 ,3 6 )  p < 0 ,0 5

  
Fonte: Autor. 
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4.3.2.5 Avaliação do LDL 

Da mesma forma, a média inicial e final do LDL foi avaliada pela análise de 

variância; ANOVA (two-way), segundo os grupos (SF, Mo e Cz) e não apresentou 

resultado estatísticamente significativos (p=0,0604). A média e intervalo de confiança 

de cada grupo foram aqui representados: SF m = 5,88 (IC 95%: -1,14 a 12,90), Mo m 

= 8,04 (IC 95%: -0,61 a 16,70) e Cz m = 0,94 (IC 95%: -2,33 a 4,20) (Figura 23). 

Quando a diferença de média do LDL pelo teste ““Tukey”” de comparações múltiplas 

entre os grupos, foi confirmado o resultado: Mo - Cz  m = 7,11 (IC 95% -0,12 a 

14,34) p>0,05, SF - Cz m = 4,94 (IC 95% -2,29 a 12,18) p>0,05 e SF – Mo m =-2,16 

(IC 95% -9,40 a 5,07) p>0,05 (Figura 24). 

Figura 23 – Representação gráfica da comparação de médias de LDL entre os grupos.   
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Figura 24 – Comparações múltiplas de médias de LDL entre os grupos 
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Fonte: Autor. 

4.3.2.6 Avaliação do VLDL 

A avaliação pela análise de variância ANOVA (two-way) para as medidas inicial 

e final de VLDL (mg/dL) dos coelhos, segundo os grupos: (SF, Mo e Cz) não 

apresentou resultados estatisticamente significantes (p=0,4927). A média e intervalo 

de confiança de cada grupo estão representados por: SF m = 17,25 (IC 95%: 11,21 a 

23,49), Mo m = 15,54 (IC 95%: 11,74 a 19,34) e Cz m = 13,78 (IC 95%: 10,50 a 17,06) 

(Figura 25). O teste “Tukey” para comparações múltiplas entre as diferenças de 

médias, confirmou os resultados: Mo - Cz m = 1,76 (IC 95%: -5,55 a 9,07) p>0,05, SF- 

Cz m = 3,57 (IC 95%: -3,74 a 10,88) p<0,05 e SF - Mo m = 1,81 (IC 95%: -5,50 a 9,12) 

p>0,05, (Figura 26).  
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Figura 25 – Representação gráfica da comparação de médias de VLDL entre os grupos 
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Fonte: Autor. 

Figura 26 – Comparações múltiplas de médias de VLDL entre os grupos 
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Fonte: Autor. 
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 Avaliação dos valores médios do perfil lipídico dos animais  

Os valores médios: inicial e final dos lipidogramas com os respectivos 

percentuais e valores de (p), avaliados pelo teste t student de dados emparelhados, 

são mostrados na Tabela 3. Os valores médios de Colesterol total apresentaram 

decréscimo estatísticamente significante (p=0,0133) no grupo Mo, estatísticamente 

sem significância (p>0) no grupo Cz e acréscimo não significante (p>0) no grupo SF. 

Os valores médios de HDL apresentaram decréscimo não significante (p>0) em todos 

os grupos (Cz, Mo e SF). Os valores médios de LDL apresentaram acréscimo não 

significante (p>0) no grupo SF e decréscimo não significante (p>0) nos grupos Mo e 

Cz. Do mesmo modo, os valores médios de VLDL apresentaram acréscimo não 

significante (p>0) no grupo SF e decréscimo não significante (p>0) nos grupos Mo e 

Cz. Assim, também, os triglicerídeos apresentaram decréscimo não significante (p>0) 

no grupo Mo e acréscimo não significante (p>0) nos grupos SF e Cz. 

Tabela 3 – Comparação dos valores médios inicial x final dos LIPIDOGRAMAS com 
respectivos percentuais de acréscimos ou decréscimos representados 
pelo valor da significância (p) em cada grupo.  

Grupos Média_i 

 

Média_f Dif_media Perc (%) Desfecho 

Teste t(+) 

(sig. p-
valor) 

S. FISIOLÓGICO             

COL (inicial x final) 40,0  46,4 -6,4 16,0 Acréscimo p=0,332 

HDL (inicial x final) 24,7  15,8 8,9 36,0 Decréscimo p=0,075 

LDL (inicial x final) 4,2  7,6 -3,4 81,0 Acréscimo p=0,490 

VLDL (inicial x final) 12,3  22,4 -10,1 25,1 Acréscimo p=0,126 

TRIGL(inicial x final) 61,8  61,9 -0,1 0,1 Acréscimo p=0,991 

        
MORINGA        

COLESTEROL 54,6  45,0 9,8 17,6 Decréscimo p=0,0133 

HDL  34,8  29,5 4,6 15,2 Decréscimo p=0,489 

LDL  10,5  5,6 4,9 46,7 Decréscimo p=0,271 

VLDL  15,6   15,5 0,1 0,6 Decréscimo p=0,965 

TRIGLICERÍDEOS 79,1  77,5 1,6 2,0 Decréscimo p=0,864 

        
CILOSTAZOL        

COL (inicial x final) 37,2  33,9 3,3 8,9 Decréscimo p=0,323 

HDL (inicial x final) 22,5  20,0 2,5 11,1 Decréscimo p=0,220 

LDL (inicial x final) 2,8  -0,9 3,7 132,1 Decréscimo p=0,302 

VLDL (inicial x final) 11,8  15,8 -4,0 33,9 Acréscimo p=0,145 

TRIGL(inicial x final) 60,1  72,5 -12,4 20,6 Acréscimo p=0,406 

Fonte: Autor. 
Nota: (+) Teste t dados emparelhados, resultado significativo: p-valor < 0,05  
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4.3.2.7 Imuno-histoquímica  

4.3.2.7.1 Esteroscopia C4D  

A média de área do marcador C4d entre os três grupos; (SF, Mo e Cz), a partir 

da aplicação da análise de variância; ANOVA (one-way), não apresentou resultado 

estatisticamente significante (p=0,6781). A média e intervalo de confiança de cada 

grupo foram: SF m = 3.50 (IC 95% 2.11 a 4,89), Cz m = 3,98 (IC 95% 2.83 a 5,14) e 

Mo m = 4,22 (IC 95% 2.83 a 5.61), em acordo com a (Figura 27). Quando as diferenças 

de médias de áreas deste marcador foram avaliadas pelo teste ““Tukey””, foi 

confirmado este resultado (Figura 28). Assim: SF - Cz m = -0,48 (IC 95% -2,52 a 1,56) 

(p>0,05), SF- Mo m = -0,72 (IC 95% -2,76 a 1,32) (p>0,05) e Cz - Mo m = -0,24 (IC 

95% -2,28 a 1,81) (p>0,05). 

Figura 27 – Representação gráfica da comparação de médias de áreas entre os grupos 
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Figura 28 – Comparações múltiplas de médias de áreas entre os grupos 
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Fonte: Autor. 

4.3.2.7.2 Esteroscopia HHF35 monoclonal 

A média de área do marcador HHF35 monoclonal em cada grupo (SF, Mo e 

Cz), avaliada por análise de variância; ANOVA (one-way), não apresentou diferença 

estatisticamente significante (p=0,1995). Assim, a média e intervalo de confiança de 

cada grupo: SF m = 8,34 (IC 95% 5,74 a 10,95), Cz m = 14,47 (IC 95% 8,06 a 20,88) 

e Mo m = 10.74 (IC 95% 4,61 a 16,87) (Figura 29). A avaliação pelo teste ““Tukey””, 

para comparações múltiplas, entre as diferenças de médias de áreas, confirma este 

resultado (Figura 30), não apresentando resultados estatísticamente significantes e 

as diferenças de médias foram representadas: SF – Cz m = -6,13 (IC 95% -14, 39 a 

2,15) (p>0,05), SF- Mo m = -2, 39 (IC 95% -10, 67 a 5,88) (p>0,05) e Cz – Mo m = 3, 

73 (IC 95% -4, 54 a 12, 00) (p>0,05). 
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Figura 29 – Representação gráfica da comparação de médias de áreas entre os 
grupos 
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Fonte: Autor. 

Figura 30 – Comparações múltiplas de médias de áreas entre os grupos 
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 Dados complementares 

A frequência de eventos, resultantes do procedimento operatório e do emprego 

das drogas, durante o tratamento dos grupos (SF, Mo e Cz), avaliados pelo teste de 

associação de Qui-quadrado, aplicado aos eventos (Células espumosas, Colangite, 

Infiltrado portal e Infecção) não apresentaram resultados significantes (p>0,05). Para 

os eventos Esteatose hepática, Isquemia e Perda de membros não puderam ser 

realizados o teste de Qui-quadrado, conforme Tabela 4.   

Tabela 4 – Distribuições conjunta da frequência de eventos, segundo o tipo de Drogas 

   Tipo de Drogas Teste de  

Frequência/eventos Total Cilostazol S.Fisiológico Moringa  

  N % N % N % N % Sig. p-valor  

Células espumosas           

Sim 5 17 1 10 1 10 3 30   

Não 25 83 9 90 9 90 7 70 p=0,383  

Total 30 100 10 100 10 100 10 100   

Colangite Hepática           

Sim 21 70 8 80 6 60 7 70   

Não 9 30 2 20 4 40 3 30 p=0,621  

Total 30 100 10 100 10 100 10 100   

Esteatose Hepática           

Sim 1 3,3 1 10 - - - -   

Não 29 96,7 9 90 10 100 10 100 n. r. (*)  

Total 30 100 10 100 10 100 10 100   

Infiltrado Portal           

Sim 21 70 8 80 6 60 7 70   

Não 9 30 2 20 4 40 3 30 p=0,621  

Total 30 100 10 100 10 100 10 100   

Isquemia           

Sim 3 10 - - 3 30 - -   

Não  27 90 10 100 7 70 10 100 n. r. (+)  

Total 30 100 10 100 10 100 10 100   

Infecção           

Sim 11 36,7 5 50 4 40 2 20   

Não 19 63,3 5 50 6 60 8 80 p=0,366  

Total 30 100 10 100 10 100 10 100   

Perda de membros+           

Sim 3 10 - - 3 30 - -   

Não 27 90 10 100 7 70 10 100 n. r.(*)  

Total 30 100 10 100 10 100 10 100   

Fonte: Autor. 

Notas: Teste de Associação de Qui-Quadrado, resultado não significativo: p > 0,05 
(+) Teste de Qui-Quadrado: n.r. (não realizado) não válido em virtude de células vazias. 
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5 DISCUSSÃO 

A hipótese da Moringa oleifera ser superior ao cilostazol na redução da 

hiperplasia miointimal, em artérias ilíacas de coelhos com aterosclerose, foi rejeitada 

porque a variável primária mostrou que em números absolutos, houve maior redução 

da hiperplasia miointimal no grupo do cilostazol. É provável que este resultado tenha 

ocorrido em virtude da dose insuficiente da Moringa oleifera empregada ou pelo tempo 

de tratamento reduzido, neste estudo.  

5.1 Discussão dos métodos  

Para este experimento, foi selecionado o coelho, por ser de fácil manuseio, 

manutenção e relativamente barato, além da conhecida tendência a desenvolver 

hipercolesterolemia e lesões ateroscleróticas, quando alimentados com dieta rica em 

colesterol. A seleção do animal para esta pesquisa está em acordo com o método de 

seleção de outros autores (ROSS; MINICK; ZILVERSMIT, 1978; ANDERSON, 1992; 

BOCAN et al., 1993; FERRER et al., 2010). A explicação para esta concordância pode 

ser, porque o coelho, provavelmente, apresenta anatomia adequada à instalação da 

hiperplasia e fisiopatologia aterosclerótica em fase inicial semelhante ao ser humano.  

O emprego de coelhos fêmeas, nesta investigação, foi devido a serem animais 

dóceis, de fácil manipulação, além de poderem ser mantidos em dois animais numa 

mesma gaiola. Como também, já foi mostrado não haver diferença de intensidade de 

hiperplasia e de aterosclerose entre coelhos machos e fêmeas. Estas informações são 

corroboradas por outros estudos (O'BRIEN et al., 1991; ASADA et al., 1996; FERRER 

et al., 2010; GUZELOGLU et al., 2012; VAN CRAEYVELD et al., 2012), que também 

empregaram coelhos fêmeas em seus estudos. A justificativa, para a seleção de 

coelhos fêmeas, nesta pesquisa, foi por comodidade de espaço no biotério onde foi 

realizada a investigação.    

Neste estudo, a aterosclerose foi instalada nos coelhos pela gema de ovo de 

galinha granjeirense, por ser uma fonte alimentar de colesterol de baixo custo. Além 

do mais, a gema de ovo é rica em gorduras saturadas e proteínas animais, o que 

causa mais lesões ateroscleróticas nas artérias de coelhos. Estes dados estão em 

concordância com outras pesquisas (JALDIN et al., 2006; SANTOS, 2008; 

NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012). A explicação para o uso da gema de ovo, poderia 

ser devida à sua concentração elevada em gordura e colesterol e, principalmente, pelo 
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baixo custo e disponibilidade, além de poucos efeitos colaterais nos animais.  

Diferente da gema de ovo, a aquisição do colesterol purificado não é tão acessível 

quanto à gema do ovo, além do alto custo, o que pode limitar o seu emprego em larga 

escala, no estudo da aterosclerose experimental. Além do mais, foi mostrado por 

Santos (2008) que 20 mL de gema de ovo produziu maior aumento de colesterol sérico 

que um grama (1 g) de colesterol, durante seu estudo. 

A hiperplasia miointimal, nesta investigação, foi instalada por lesão endotelial 

através de balão expandido intraluminal, associada à dieta hipercolesterolêmica pela 

gema de ovo para aumentar a produção de hiperplasia e aterosclerose. Este método 

experimental empregado está em acordo com outros estudos (BRASSELET et al., 

2008; NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012; TAKIGAWA et al., 2012), que utilizaram 

modelos experimentais semelhantes, com instalação da aterosclerose pela via 

alimentar, associada à lesão mecânica endotelial por balão. Esta associação poderia 

ser justificada pela necessidade de maior produção de células espumosas nas 

camadas íntima e média para aumento da resposta proliferativa das células 

musculares lisas, semelhante à observada em artérias ateroscleróticas humanas.  

Para a realização da desnudação endotelial pelo balão, nesta pesquisa, foi 

empregado, como acesso, a artéria femoral direita dos coelhos para a angioplastia na 

artéria ilíaca externa ipsilateral. Em concordância com este estudo, métodos 

semelhantes foram empregados (USUI et al., 1999; BRASSELET et al., 2008; 

NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012). A justificativa para o emprego desta via de acesso 

poderia ser pela facilidade de abordagem desta artéria, além do diâmetro adequado 

para a passagem do balão até o território da artéria ilíaca externa direita, onde foi 

realizada a angioplastia por balão. 

Terminada a angioplastia, a hemostasia foi feita por ligadura da artéria femoral 

superficial ipsilateral, com cuidado, para não ocluir a femoral comum, para evitar 

fenômenos isquêmicos no membro ipsilateral. Corroborando com esta técnica, 

estudos prévios realizaram mesmo procedimento (PLATE et al., 1989; HEHRLEIN et 

al., 1996; BRASSELET et al., 2008). A explicação para a ligadura da artéria femoral, 

nesta investigação, foi devido à ausência de material adequado para a reconstituição 

arterial no centro cirúrgico, onde foi realizada a pesquisa. 

O tratamento com o extrato etanólico das folhas da Moringa oleifera, neste 

estudo, foi empregado, porque este extrato contém maior concentração de princípios 

ativos fenólicos antioxidante do que o extrato aquoso, segundo Siddhuraju e Becker, 
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(2003). Desta forma, o extrato etanólico foi administrado aos coelhos desta pesquisa, 

em dose única diária. Estes dados concordam de modo semelhante com o método 

empregado por Rolim (2012). A justificativa para a escolha do extrato etanólico, neste 

estudo, além do conhecimento da maior concentração de princípios ativos 

antioxidante extraído pelo álcool etanólico, foi também pela maior disponibilidade e 

facilidade de manuseio desse produto no laboratório bioquímico, onde foi realizada 

esta investigação. 

Diferentemente desta pesquisa, que empregou a Moringa oleifera para inibir a 

hiperplasia miointimal pelo período de 35 dias, outros estudiosos (MEHTA et al., 2003)  

empregaram esse extrato pelo período de 120 dias, com o objetivo de reduzir a 

dislipidemia. De modo semelhante Chumark et al. (2008), fizeram uso do extrato 

aquoso das folhas da moringa em dose reduzida; 100 mg/kg de peso corporal pelo 

período de 12 semanas. A diferença de período de tempo entre esses estudos, 

poderia ser justificada pelo objetivo e planejamento diferente de cada pesquisa. 

De modo comparativo, a Moringa oleifera e o cilostazol foram empregados no 

tratamento da hiperplasia miointimal em dose única diária pelo período de cinco 

semanas.  Este método está em acordo com a pesquisa realizada por Tsai et al. 

(2008), em que o cilostazol foi administrado na mesma dose diária e pelo mesmo 

período de tempo, em coelhos ateroscleróticos. Por outro lado, outras pesquisas (ITO 

et al., 2012; TAKIGAWA et al., 2012) fizeram uso do cilostazol com metade da dose 

empregada, neste estudo, por período, variando de 21 a 70 dias, com o objetivo de 

obter o controle da hiperplasia miointimal e da aterosclerose, em coelhos 

hipercolesterolêmicos. As variações de doses medicamentosas e intervalos de tempo 

diferentes, envolvidos naquelas pesquisas, poderiam ser explicadas pelo interesse 

dos estudiosos em descobrir e solucionar as consequências da hiperplasia miointimal 

e da aterosclerose nos seres humanos, através dos diversos estudos bem 

controlados. 

As artérias angioplastadas foram avaliadas pela histologia e pela morfometria, 

após as colorações hematoxilina/eosina para a visualização das anormalidades na 

parede arterial lesada pelo balão e para determinação do índice miointimal pela 

morfometria. Estes dados estão em acordo com estudo prévio Rolim (2012), em que 

foi empregado método semelhante em sua pesquisa para determinar a hiperplasia 

miointimal. De outra forma, nesta pesquisa, foi empregada a coloração Tricromo de 

Masson para identificar colágeno e suas anormalidades, além da coloração Verhoeff 
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para identificar desestruturação e fragmentação ou perda de integridade de fibras 

elásticas, após angioplastia por balão. Estas variações de clorações, empregadas nos 

estudos, podem ser justificadas para facilitar a identificação de estruturas celulares e 

aumentar o entendimento das anormalidades celulares nas doenças vasculares. 

Neste estudo, também foi avaliada a presença de reação imunológica nas 

áreas angioplastadas das artérias dos coelhos, pela imuno-histoquímica, através do 

marcador C4d para identificar anticorpos na área da lesão arterial. Estes dados estão 

em concordância com estudos prévios (NICKELEIT; MIHATSCH, 2003; FALEIROS, 

2009; COHEN et al., 2012). Da mesma forma, foi investigada a invasão da camada 

íntima vascular por células musculares lisas, pela presença do marcador HHF35 

monoclonal. Este é um marcador específico para células musculares, mostrando a 

presença de anticorpos específicos contra músculo liso na área lesada pela 

angioplastia. Isto está em consonâncias com outros estudos (GOWN; TSUKADA; 

ROSS, 1986; O'BRIEN et al., 1991). A justificativa para o emprego das colorações 

imuno-histoquímicas, neste estudo, seria para avaliar a capacidade de ação de cada 

droga empregada em reduzir as reações imunológicas nas áreas angioplastadas. 

5.2 Discussão dos resultados 

Na variável primária, a diferença de média de hiperplasia miointimal foi 

estatisticamente significante (p<0,0001) entre as médias dos grupos (Mo, Cz e SF), 

quando avaliada pela análise de variância ANOVA (one way) (Figura 6). Esta diferença 

mostrou melhor resposta ao tratamento pelo cilostazol, confirmada pelo teste Post Hoc 

(comparações múltiplas) – “Tukey”, conforme Figura 7. Este resultado está em acordo 

com outros estudos (MIN et al., 2007; TSAI et al., 2008; TAKIGAWA et al., 2010; 

TAKIGAWA et al., 2012; IIDA et al., 2013), que mostraram redução da hiperplasia 

intimal pelo emprego do cilostazol. Isto poderia ser explicado pela provável melhoria 

do fluxo sanguíneo, resultante da ação vasodilatadora do cilostazol e seu efeito anti-

inflamatório, em conjunto com a melhora da função endotelial vascular e a inibição da 

proliferação das células musculares lisas vasculares.  

Por outro lado, não houve diferença estatisticamente significativa de hiperplasia 

miointimal entre os grupos tratados com a Moringa oleifera e o controle negativo, o 

soro fisiológico. Este resultado foi corroborado por estudo prévio (ROLIM, 2012), que 

não encontrou diferença significativa entre os grupos tratados com moringa e soro 
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fisiológico. Diferentemente desta pesquisa, em estudo recente, envolvendo ratos 

diabéticos (KUMAR GUPTA et al., 2013) tratados com Moringa oleifera por 24 

semanas, foi mostrado inibição do espessamento da membrana basal, quando 

comparado com os ratos não diabéticos. Os resultados deste estudo poderiam ser 

explicados pelo provável período de tempo reduzido ou dose insuficiente da Moringa 

oleifera, empregada no tratamento. Além do mais, foi comparado extrato bruto das 

folhas desta planta com um princípio ativo purificado, o cilostazol.  

A redução da hiperplasia miointimal pelo tratamento com a Moringa oleifera em 

coelhos, embora não tenha alcançado superioridade em números absolutos sobre o 

cilostazol, pelo provável período de tempo reduzido de tratamento neste estudo, 

também não houve inatividade sobre a hiperplasia. Houve sim, uma diferença entre 

os resultados, favorável ao cilostazol, mostrando que novos rumos se abrem para a 

pesquisa no campo das doenças cardiovasculares com os produtos da Moringa 

oleifera. Isto pode ser possível, uma vez que, estudos prévios (GHASI; NWOBODO; 

OFILI, 1999; MEHTA et al., 2003; CHUMARK et al., 2008), evolvendo a Moringa 

oleifera por períodos de tempo mais prolongados mostraram redução significativa da 

placa aterosclerótica e do espessamento intimal em carótidas de coelhos, alimentados 

com dieta hipercolesterolêmica, além de redução da dislipidemia.  

Desse modo, a placa aterosclerótica em carótidas de coelho foi reduzida em 

86% e o colesterol sérico reduzido em 52%, em um estudo com duração de 12 

semanas  (CHUMARK et al., 2008), o que pode sugerir elevado potencial para prevenir 

as doenças cardiovasculares. A diferença de média de hiperplasia favorável ao 

cilostazol, neste estudo, talvez pudesse ser justificada por ser o cilostazol um princípio 

ativo purificado, em que foi comparado com um extrato bruto da moringa, ou talvez 

pelo período de tempo reduzido deste estudo, para os princípios desta planta 

produzirem os efeitos desejados, sugerindo novos estudos com período mais 

prolongado para a confirmação da hipótese, desta investigação.   

Nas variáveis secundárias, a avaliação da espessura da parede miointimal, 

entre os grupos estudados, mostrou maior redução de parede miointimal no grupo 

cilostazol, quando comparado com os grupos moringa e soro fisiológico, conforme 

Tabela 2. Isto demonstrou que o cilostazol, nesta pesquisa, reduziu a hiperplasia 

miointimal e, portanto, a espessura da parede miointimal. Estes dados concordam 

com estudos anteriores (TSAI et al., 2008; LEE et al., 2009; ITO et al., 2012; 

TAKIGAWA et al., 2012), que também identificaram redução de hiperplasia intimal e 
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da espessura de parede no grupo tratado com cilostazol, em comparação com o grupo 

controle. Assim, este estudo reproduziu o efeito do cilostazol semelhante aqueles 

estudos citados. Isto poderia ser explicado pela ação vasodilatadora e provável efeito 

antiproliferativo do cilostazol sobres as células musculares lisas.  

Por outro lado, foi mostrado que a Moringa oleifera empregada pelo período de 

12 semanas reduziu em 86% a espessura da placa aterosclerótica em carótida de 

coelhos com aterosclerose (CHUMARK et al., 2008). Talvez por falta de tempo de 

tratamento adequado para a ação da Moringa oleifera, neste estudo, tenha sido a 

causa principal do resultado obtido, uma vez que, o estudo referido, realizado em 12 

semanas, mostrou redução importante da placa aterosclerótica. 

Quando avaliada a diferença de médias de HDL, por análise de variância 

ANOVA (two-way), segundo os grupos (Mo, Cz e SF) apresentou diferença 

estatisticamente significante: (p>0,0044) (Figura 21), no grupo tratado com Moringa 

oleifera. Isto foi confirmado pelo teste “Tukey” de múltiplas variâncias, representado 

na Figura 22, mostrando aumento do HDL no grupo moringa. Este resultado concorda 

com estudos prévios (MEHTA et al., 2003; CHUMARK et al., 2008), que obtiveram 

resultados semelhantes, mostrando um efeito benéfico da Moringa oleifera, sugerindo 

a possibilidade de controle das doenças cardiovasculares pelos derivados desta 

planta.  

Por outro lado, as diferenças de médias de colesterol total, triglicerídeos, LDL 

e VLDL, não apresentaram diferenças estatísticamente significantes (p>0) entre os 

grupos, quando os coelhos foram tratados pela Moringa oleifera. Estes resultados 

concordam com estudo anterior (ROLIM, 2012), que não encontrou diferença 

significante no perfil lipídico entre os grupos tratados com a Moringa oleifera. 

Diferentemente desta pesquisa, estudos prévios (GHASI; NWOBODO; OFILI, 1999; 

MEHTA et al., 2003; CHUMARK et al., 2008) demonstraram redução significante de 

colesterol total, triglicerídeos, LDL e aumento do HDL em coelhos 

hipercolesterolêmicos, tratados com Moringa oleifera. A explicação, para os 

resultados deste estudo, poderia ser pela ausência da dieta hipercolesterolêmica 

durante o tratamento. Isto foi corroborado por Mehta et al. (2003), quando mostraram 

que a Moringa oleifera empregada em coelhos com dieta normal; sem acréscimo de 

colesterol, reduziu o HDL sérico. Assim, provavelmente, haveria diferença entre os 

grupos pela atuação da moringa ou cilostazol sobre estes componentes do 

lipidograma, na presença da dieta hipercolesterolêmica.  
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Quando avaliada a diferença de média de colesterol total nos grupos (Mo, Cz e 

SF) por análise de variância, ANOVA (two way), foi observada diferença 

estatisticamente significante (p=0,0043), visto na Figura: 19. O teste Post Hoc de 

“Tukey” confirmou essas diferenças, conforme a Figura 20, mostrando resposta 

favorável ao tratamento com o cilostazol. Estes resultados estão em acordo com os 

achados (ITO et al.,2012) em coelhos hipercolesterolêmicos, tratados com cilostazol, 

quando reduziu o colesterol significantemente (p<0,05) e em pacientes com 

aterosclerose cerebral, espessamento intimal carotídeos e isquemia cerebral, tratados 

com cilostazol, mostrando redução significante do colesterol (GENG et al., 2012; KIM 

et al., 2012; KIM et al., 2014). Esta ação do cilostazol poderia ser justificada pela 

provável melhora do metabolismo dos lipídeos. 

Quando avaliada as diferenças de médias de triglicerídeo, LDL e de VLDL nos 

grupos (Mo, Cz e SF) por análise de variância, ANOVA (two way), não foram 

observadas diferença estatisticamente significante do triglicerídeo (p=0,0959), do LDL 

(p=0,06040) e do VLDL (p=0,04927), conforme Figuras: 17, 23 e 25, respectivamente. 

O teste Post Hoc de “Tukey” confirmou estas diferenças, conforme as Figuras: 18, 24 

e 26, respectivamente. Estes resultados estão em desacordo com os achados de Ito 

et al. (2012) em coelhos hipercolesterolêmicos e Geng et al. (2012) em pacientes com 

espessamento intimal carotídea, tratados com cilostazol, quando foi observada 

redução significantemente o triglicerídeo (p<0,05), além da redução significante de 

LDL (KIM et al., 2014). Os resultados obtidos neste estudo, poderiam ser justificados 

pela ausência de dieta aterogênica durante o tratamento dos coelhos com as drogas.  

A avaliação histológica e morfométrica pelo auxílio da coloração HE, permitiu o 

mensuramento da espessura da parede miointimal em cada grupo, de acordo com a 

Figura 3 e, quando avaliada a percentagem de parede, foi mostrado maior redução de 

espessura no grupo cilostazol, conforme Tabela 2. Estes dados concordam com os 

resultados de pesquisas prévias (CORTELEKOGLU et al., 2006; PAPADOPULOS et 

al., 2007), que utilizaram método semelhante para comparação dos grupos estudados, 

mostrando maior redução de hiperplasia nos grupos tratados com os fármacos 

comparados com os grupos controles. Estes resultados poderiam ser justificados pela 

ação efetiva dos fármacos empregados, mostrando superioridade sobre os outros 

grupos na redução da hiperplasia.  

Na avaliação imuno-histoquímica, foi observada reação imunológica nas áreas 

das lesões arteriais pelo balão de angioplastia. Esta resposta dos anticorpos foi 
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evidenciada pelo marcador C4d, de coloração acastanhada, em todos os grupos, 

conforme a Figura 14. Porém, quando avaliados por análise de variância ANOVA (one 

way), não houve diferença estatísticamente significante entre os grupos (p=0,0678), 

visto na Figura 27 e confirmado pelo teste “Tukey”, mostrado na Figura 28. Estes 

dados discordam de outros estudos (NICKELEIT; MIHATSCH, 2003; FALEIROS, 

2009) que mostraram diferença estatisticamente significante entre os grupos tratados 

e os controles.  Estes resultados poderiam ser justificados pela dificuldade de 

interpretação dos padrões de coloração pela sensibilidade relativamente baixa do 

marcador C4d nas áreas de lesão, uma vez que, os tecidos foram fixados em formalina 

(NICKELEIT; MIHATSCH, 2003). No entanto, o seu emprego torna-se importante para 

avaliar a suscetibilidade de pacientes a determinado fármaco usado nos grupos 

tratados em comparação com os não tratados, conforme Cohen et al. (2012).  

Da mesma forma, o marcador específico para músculo; HHF35 monoclonal 

esteve presente em todos os grupos, mostrado nas Figuras: 15 e 16, com invasão da 

camada íntima por células musculares lisas na maioria dos grupos, conforme a Figura 

15. Porém, quando avaliados por análise de variância ANOVA (one way), não houve 

diferença estatísticamente significante (p=0,1975) entre os grupos, mostrado na 

Figura 29 e confirmado pelo teste “Tukey”, na Figura 30. Os dados desta investigação 

concordam com estudos prévios (ASADA et al., 1996; GÜZELOĞLU et al., 2011; 

GUZELOGLU et al., 2012), que encontraram invasão da camada íntima por células 

musculares lisas. Porém, discordam dos estudos apresentados, que mostraram que 

os fármacos empregados reduziram a frequência de células musculares lisas na 

íntima estatisticamente significante, quando comparado com o grupo controle. Os 

resultados, deste estudo, poderiam ser justificados pela provável redução de efeito 

dos fármacos empregados sobre a imunologia ou talvez por causa de dose do 

imunorreagente insuficiente ou ainda por baixa sensibilidade dos anticorpos ao 

corante empregado.  

Neste estudo, de acordo com as técnicas histológicas, não houve um padrão 

uniforme de hiperplasia nas artérias, onde foi realizada a angioplastia, apresentando 

distribuição de hiperplasia em diferentes níveis nas camadas. Na camada íntima, 

mostrada nas Figuras: 8, 10, 13, 14, 15 e 16. Na média, a hiperplasia é visualizada na 

Figura 11. Em outras lâminas, a hiperplasia envolve as duas camadas juntas, 

mostradas nas Figuras: 9, 12 e 13, distribuídas de forma focal na circunferência da 

parede arterial. Diferente desta pesquisa, outros estudos (USUI et al., 1999; 
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CORTELEKOGLU et al., 2006) mostraram hiperplasia concêntrica, em toda a 

circunferência do vaso. Os resultados, deste estudo, poderiam ser explicados por 

provável período de tempo de tratamento reduzido entre a angioplastia e a eutanásia 

dos coelhos, conforme sugerido por Asada et al. (1996). 

5.3 Implicações para a prática clínica  

A dosagem e o tempo reduzidos de tratamento clínico da hiperplasia miointimal 

pela Moringa Oleifera, neste estudo, podem ter sido os responsáveis pelos resultados 

obtidos em números absolutos. Portanto, novas pesquisas, com o extrato desta 

planta, são necessárias; com doses variadas em período de tempo mais prolongado 

para confirmar a verdadeira eficácia esperada da Moringa oleifera sobre a hiperplasia 

miointimal e as doenças cardiovasculares.  

Levando-se em consideração que foi empregado um extrato bruto das folhas 

da Moringa oleifera no tratamento da hiperplasia miointimal, comparado com um 

fármaco purificado; o cilostazol, que é um princípio ativo, então, não houve inatividade 

da Moringa oleifera sobre a hiperplasia. Houve sim, uma diferença na redução de 

espessura da parede miointimal, favorável ao cilostazol, o que deve ser investigada, 

cuidadosamente, por estudos bem controlados, para melhor conhecimento do efeito 

da Moringa oleifera sobre a hiperplasia miointimal.  

5.4 Implicações para a pesquisa  

A Moringa oleifera na dose empregada, neste estudo, para o tratamento da 

hiperplasia miointimal e o período de tempo reduzido mostraram que outras 

pesquisas, em animais de experimentação, deverão ser realizadas com dosagem 

variadas e maiores que a empregada, nesta pesquisa. Este estudo abriu um leque de 

possibilidades para novas pesquisas, envolvendo a Moringa oleifera em doses 

variadas e superiores a já empregada e, em períodos mais longos de tratamento para 

a descoberta do real valor da moringa no tratamento da hiperplasia miointimal. Desta 

forma, estudos prospectivos randomizados e bem controlados, envolvendo a Moringa 

oleifera, poderão alcançar sucesso na inibição da hiperplasia miointimal e controle das 

doenças cardiovasculares.    

 

 



88 

 

6 CONCLUSÕES 

A diferença de média de hiperplasia miointimal na artéria ilíaca de coelhos com 

aterosclerose, tratados com Moringa oleifera, comparada com cilostazol, apresentou 

maior redução no grupo tratado com cilostazol.  

A hiperplasia miointimal apresentou maior redução no grupo tratado com 

cilostazol. 

O HDL foi aumentado pelo tratamento com a Moringa oleifera e o colesterol 

total foi reduzido pelo tratamento com o cilostazol.  
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ANEXO A – Patente modelo de utilidade (Mu) 
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ANEXO B – Protocolo n° 0512/09 do Comitê de Ética em Pesquisa do 

                     Laboratório de Tecnologia Farmacêutica da Universidade Federal 

                     da Paraíba 
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ANEXO C – Protocolo n. 64-A do Comitê em Pesquisa da Universidade 
                    de Ciências da Saúde de Alagoas - UNCISAL  
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ANEXO D – Termo de responsabilidade e compromisso do pesquisador 
responsável 

  

Eu, Francisco Chavier Vieira Bandeira, pesquisador responsável pelo projeto 

“A diferença de média de hiperplasia miointimal pós-angioplastia na artéria ilíaca de 

coelhos com aterosclerose induzida tratados com extrato etanólico das folhas da 

Moringa oleifera comparados com cilostazol”, declaro estar ciente e que cumprirei os 

termos da Resolução 196 de 09/10/96 do Conselho Nacional de Saúde do Ministério 

da Saúde e declaro: 

1. Assumir o compromisso de zelar pela privacidade e sigilo das informações; 

2. Tornar os resultados desta pesquisa pública seja eles favoráveis ou não; e 

3. Comunicar ao Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Estadual de 

Ciências da Saúde de Alagoas (UNCISAL) sobre qualquer alteração no projeto de 

pesquisa, nos relatórios semestrais ou por meio de comunicação protocolada, que 

me forem solicitadas. 

 

Maceió, 21 de fevereiro de 2010. 
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ANEXO E – Termo de responsabilidade do orientador 

 

Eu, Guilherme Benjamin Brandão Pitta, orientador do pesquisador Francisco 

Chavier Vieira Bandeira do projeto “A diferença de média de hiperplasia miointimal 

pós-angioplastia na artéria ilíaca de coelhos com aterosclerose induzida tratados com 

extrato etanólico das folhas da Moringa oleifera comparado com cilostazol” declaro 

estar ciente e que cumprirei os termos da Resolução 196 de 09/10/96 do Conselho 

Nacional de Saúde do Ministério da Saúde.   

 

                                 Maceió, 21 de fevereiro de 2010. 

 

      

           

                                                      Orientador 
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ANEXO F – Termo de responsabilidade do biotério 

 
 

Eu, José Crispim Duarte, responsável pelo biotério do Laboratório de 

Tecnologia Farmacêutica (LTF) da Universidade Federal da Paraíba, Campus I, 

declaro estar ciente das normas do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal - 

COBEA, em 1991, sobre os Princípios Éticos na Experimentação Animal e que o 

nosso biotério tem condições de aceitar a realização do projeto de pesquisa “A 

diferença de média de hiperplasia miointimal após angioplastia na artéria ilíaca de 

coelhos com aterosclerose induzida tratados com extrato etanólico das folhas da 

moringa oleifera comparado com cilostazol”..  

 

 

                         João Pessoa – PB, 20 de março de 2010 
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ANEXO G – Termo de responsabilidade da instituição:  

 

 O LABORATÓRIO DE TECNOLOGIA FARMACÊUTICA após aprovação dos 

comitês de éticas em pesquisa animal aprovou a execução desta pesquisa. 
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ANEXO H – Formulário de Coleta de dados  

 
 A - IDENTIFICAÇÃO DO PESO DOS ANIMAIS POR SEMANA         
   

Tratamento Coelho 
Peso (g)/Data 

Data 1 Data 2 Data 3 Data 4 Data 5 

Moringa 
Oleifera 

      

      

      

      

      

      

      

      

      

      

Cilostazol 

      

      

      

      

      

      

      

      

      

      

Soro 
Fisiológico 

      

      

      

      

      

      

      

      

      

      

 
 B - ANGIOPLASTIA FEMORAL DIREITA 
 
 Data da cirurgia: ________________  Coelho: _______________________________________ 

 Eventos: 

1. Isquemia do membro________ (   ) Sim  (    ) Não  data: __________________________________ 

2. Perda do membro__________  (    ) Sim  (    ) Não  data: __________________________________ 

3. Fístula arteriovenosa _______  (    ) Sim  (    ) Não  data: __________________________________ 

4. Hematoma ou equimose ___    (    ) Sim  (    ) Não  data: __________________________________ 

5. Infecção ________________    (    ) Sim  (    ) Não  data: __________________________________ 

6. Hemorragia _____________     (    ) Sim  (    ) Não  data: __________________________________ 

7. Morte __________________    (    ) Sim  (    ) Não  data: __________________________________ 

   
C - NÍVEIS LIPÍDICOS: 
 

Coelho Tratamento Níveis Lipídicos 
Data 

Data da cirurgia Data da eutanásia 

 
 

 

 HDL   

LDL   

VLDL   

Colesterol Total   

Triglicerídeo   

 
D - ACHADOS HISTOLÓGICOS  
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Coelho: __________________________________________________________________________________ 

Histologia 

1.  Oclusão do vaso por placa (    ) Sim  (    ) Não  data: ___________________________  

2. Diminuição da placa   (    ) Sim  (    ) Não  data: ___________________________ 

3. Trombose    (    ) Sim  (    ) Não  data: ___________________________ 

4. Aumento da Placa   (    ) Sim  (    ) Não  data: ___________________________ 

5. Hiperplasia intimal   (    ) Sim  (    ) Não  data: ___________________________ 

6. Espessura da placa   (    ) Sim  (    ) Não  data: ___________________________ 

7. Células espumosas   (    ) Sim  (    ) Não  data: ___________________________ 
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ANEXO I – Execução laboratorial do Lipidograma 

A execução dos Triglicerídeo, Colesterol Total, HDL, LDL e VLDL foram 
realizados pelo método de calorimetria do Kit LABTEST exposto a seguir: 
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