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RESUMO

A hiperplasia da intima permanece um desafio as intervengdes vasculares por
provocar redugdo da luz dos vasos com diminui¢do do fluxo sanguineo aos tecidos,
levando a complicagbes cardiovasculares como infarto do miocéardio, acidente
vascular cerebral e amputacdo de membros. A Moringa oleifera tem mostrado reduzir
o colesterol sérico em 52% e a placa aterosclerética em 86% nas caroétidas de coelhos
em dieta hipercolesterolémica, mostrando assim, potencial consideravel para prevenir
doencas cardiovasculares e a hiperplasia miointimal. A Moringa oleifera apresenta
potente acao antioxidante, efeitos: anti-inflamatoério, hipolipemiante,
hipocolesterolemiante, anti-hipertensivo, antitumoral e antidiabético, resultantes de
seus componentes polifendicos. Esses efeitos podem convergir para a inibicdo da
hiperplasia miointimal. A amostra foi constituida de coelhos com aterosclerose
induzida pela gema de ovo e desnudacgéo endotelial da artéria iliaca externa direita
por baldo. 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 variavel primaria foi a
diferenca de média de hiperplasia miointimal. As variaveis secundarias foram a média
de espessura da parede em cada grupo, as médias de Colesterol total, Triglicerideos,
HDL, LDL, VLDL e na imuno-histoquimica: a média de &area de C4d e de HHF35
monoclonal. A amostra foi estimada em 30 coelhos, divididos em trés grupos de dez
animais. Nos resultados, a diferenca de média de hiperplasia miointimal avaliada por
analise de variancia ANOVA (one way) resultou em diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (p<0,0001), com maior reducdo de média de espessura
de parede miointimal no grupo (Cz), mostrando melhor resposta ao tratamento com o
cilostazol. A avaliagdo da média inicial e final do colesterol total pela analise de
variancia; ANOVA (two way) entre 0s grupos, apresentou resultados estatisticamente
significativos (p=0,0043), mostrando também, maior reducéo pelo tratamento com o
cilostazol. A média inicial e final do HDL em cada grupo, avaliados pela analise de
variancia; ANOVA (two-way), entre 0s grupos, apresentou diferenca estatisticamente
significantes (p=0,0044), evidenciando maior média ou aumento de HDL pelo
tratamento com a Moringa oleifera. Em conclusao, a diferenca de média de hiperplasia
miointimal na artéria iliaca de coelhos com aterosclerose, tratados com Moringa
oleifera, comparado com cilostazol, apresentou maior redu¢do 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 Ilimb
amputations. Moringa oleifera has shown efficiency to reduce serum cholesterol by
52% and 86% of atherosclerotic plague 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 “CZz” 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
“CZz”, 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 INTRODUCAO
1.1 Contexto

A hiperplasia da intima permanece um desafio as intervencdes vasculares por
provocar espessamento e reducdo da luz dos vasos, impedindo o fluxo sanguineo,
adequado para os tecidos, levando a complica¢des cardiovasculares como infarto do
miocérdio, acidente vascular cerebral, amputacdo de membros (STERPETTI et al.,
1996; MIN et al., 2007; TAKIGAWA et al., 2012; XU; SHI; CHEN, 2012; BAHNSON et
al.,, 2015), e, como consequéncia, importante mortalidade mundial de
aproximadamente 20 milhdes de pessoas ao ano (XU; SHI; CHEN, 2012).

A Moringa oleifera tem mostrado efeito promissor sobre as doencgas
cardiovasculares, quando em estudo experimental, reduziu o colesterol total sérico em
52% e a placa aterosclerdtica em 86% nas caroOtidas de coelhos em dieta
hipercolesterolémica, comparadas com as carétidas de coelhos do grupo controle com
mesma dieta (CHUMARK et al., 2008), mostrando assim, potencial consideravel para
prevenir doencas cardiovasculares e a hiperplasia miointimal (MEHTA et al., 2003;
CHUMARK et al., 2008). Também foi demonstrado, a inibicdo do espessamento da
membrana basal de ratos diabéticos, quando comparados com os diabéticos nédo
tratados (KUMAR GUPTA et al., 2013).

Esta acdo da Moringa oleifera resulta de seus componentes em conjunto;
principalmente, os flavonoides que se destacam entre 0s mais potentes antioxidantes
vegetais (SIDDHURAJU; BECKER, 2003). Além de suas formas estruturais: flavonéis,
flavonas, isoflavonas, flavononas, flavanol que sdo moléculas capazes de estabilizar
ou desativar radicais livres antes do ataque celular (KALIORA; DEDOUSSIS;
SCHMIDT, 2006).

O potencial da Moringa oleifera em prevenir as doencas cardiovasculares
(CHUMARK et al., 2008), resultante de seus efeitos; anti-inflamatério e antioxidante
vegetal, superior aos antioxidantes naturais (SIDDHURAJU; BECKER, 2003). Os
antioxidantes naturais ja haviam mostrado reducdo, significativa, da hiperplasia
miointimal e da aterosclerose em coelhos, ratos, hamsters e em primatas nao
humanos (CHISOLM; STEINBERG, 2000).

Por estas razdes, a Moringa oleifera tem importancia medicinal, econdmica-

industrial e na producdo de medicamentos e alimentos. Esses beneficios medicinais
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para a humanidade sao advindos dos efeitos; nutricionais, anti-inflamatério,
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; MAHMOOQOD, 2014).

Assim, a Moringa oleifera € uma planta tropical, utilizada como um importante
complemento alimentar, em paises da Africa, da Asia, e, tem sido muito utilizada no
nordeste brasileiro, na purificacdo da agua para consumo humano, atraves do extrato
das sementes (SANTOS, 2007). Desta forma, é uma planta muito valorizada nos
paises tropicais e subtropicais, pelo seu teor nutritivo e grande fonte de vitaminas.
Assim, em sua composicao, contém vitaminas; A, C, E, acido nicotinico, &cido folico,
piridoxina, riboflavina, B-caroteno, sais minerais, aminoacidos, proteinas, fésforo,
célcio, ferro, que apresentam propriedades profildticas e curativas para muitas
enfermidades (MAKKAR; BECKER, 1997; ANWAR et al., 2007).

As doencas cardiovasculares, que se iniciam ap0s uma leséo vascular; seja por
angioplastia, por baldo, stents ou pontes arteriais, induzem a proliferacdo e migracéo
celular da camada média para formacgédo da hiperplasia na intima, inflamagéo com
remodelamento da parede, formacdo de estenose e obstrugdo vascular, levando a
complicagbes 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 sé@o relatadas apés intervencfes endoluminais, o que
estimulou pesquisadores a estudar a biologia e a fisiopatologia da resposta vascular
a lesdo. Assim, surgiram os modelos experimentais com técnicas de denudacédo
endotelial por meio de baldo expandido intraluminal, facilitando o entendimento da
instalacdo da hiperplasia miointimal, apés uma angioplastia (DAVIES, 2007).

Diante desses conhecimentos, surgiram pesquisas para a descoberta de
mecanismos para inibir a hiperplasia da intima, quando foram realizados experimentos
com drogas, objetivando impedir essa complicacdo, apos intervencdes vasculares.
Assim, inicialmente, o clopidogrel foi comparado com dobesilato de céalcio em coelhos
com desnudacao endotelial por baldo e foi mostrado diminuicdo da hiperplasia
miointimal, quando comparado com o grupo controle, ndo tratado (CORTELEKOGLU
et al., 2006).

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

artérias de coelhos submetidos a lesdo endotelial por baldo. Esse farmaco impede a
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proliferacdo celular e inibe a infiltracdo de macréfago na parede arterial, reduz a
atividade da proteina quimiotatica do mondcito-1 e diminui a expressdo da enzima
metaloproteinase 9. Seu efeito anti-inflamatério inibe a agregacdo plaquetaria e a
fosfodiesterase Il (PDE3), o que leva a acao vasodilatadora e, por conseguinte, é (til
no tratamento da claudicag&o intermitente. Isto pode fornecer uma forma promissora
de prevencao de aterogénese e reestenose (TSAI et al., 2008).

De outra forma, porém, com o mesmo objetivo (USUI et al., 1999) demostraram
gue a terapia fotodinamica por irradiacdo intraluminal inibe a hiperplasia da intima,
apos lesao endotelial por balao.

Também, (PARK et al., 2003) empregaram o paclitaxel, associado a
antiagregante convencional e conseguiu reducdo da hiperplasia miointimal, como da
reestenose apos angioplastia intraluminal. Foi empregado o stent, eluido com
paclitaxel ap6s angioplastia em humanos e foi confirmada a reducdo da hiperplasia
pela angiografia. Mostrou também que o paclitaxel € um agente antiproliferativo,
usado para prevenir a reestenose, apos implante de stent em coronarias.

Apesar dos avancos importantes na compreensdo da fisiopatologia da
hiperplasia miointimal e a experiéncia com os modelos experimentais com drogas,
mostrando o retardo da hiperplasia miointimal, ainda ndo se conseguiu transformar
esses conhecimentos em esquemas terapéuticos efetivos. Assim, a hiperplasia
permanece uma complicacdo significante como principal obstaculo a curto prazo, a
perviedade vascular (DAVIES, 2007).

Diante das complicacdes, advindas da hiperplasia miointimal para a
humanidade, a Moringa oleifera pode se tornar a solucdo para a redugcao desta
enfermidade, devido seu promissor efeito sobre a dislipidemia e a aterogénese, o0 que
sugere ser capaz de reduzir a hiperplasia miointimal e a reestenose. Desse modo,
como nédo se conseguiu estudos, envolvendo a moringa no tratamento da hiperplasia,
torna-se relevante responder a pergunta da pesquisa: qual a diferenca de média de
hiperplasia miointimal na artéria iliaca de coelhos com aterosclerose, tratados com

Moringa oleifera comparado com o cilostazol?
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1.2 Objetivo geral

Determinar a diferenca de média de hiperplasia miointimal na artéria iliaca de

coelhos com aterosclerose, tratados com Moringa oleifera, comparado com cilostazol.
1.3 Objetivos especificos

v' Avaliar o efeito do extrato etandlico das folhas da Moringa oleifera
comparado com cilostazol na reducdo da hiperplasia miointimal
v Verificar o efeito do extrato das folhas da Moringa oleifera comparado com

cilostazol na reducéo de colesterol total, triglicerideo, HDL, LDL e VLDE
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Moringa oleifera; consideragdes iniciais

A Moringa oleifera Lam (Moringa oleifera) € um membro da familia de plantas
Moringaceae angiospermas. E originaria do noroeste da india, porém difundida em
muitos paises e cresce em areas semiaridas tropicais e subtropicais, sendo o seu
habitat preferencial € em solo seco e arenoso. Na Tailandia, esta planta € cultivada
em grande, onde as folhas e as vagens séo utilizadas na medicina tradicional e, por
isto, considerada uma planta medicinal pelas mdultiplas utilidades de seus
componentes (Figura 1), além de ser empregada no tratamento da agua 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 raizes. Tem ainda importancia para a culinaria e para
a industria de cosmeéticos, através do Oleo extraido das sementes e do caule para
producdo de combustiveis (ANWAR; BHANGER, 2003; ANWAR et al., 2007,
HUSSAIN; MALIK; MAHMOOD, 2014). Outros componentes encontrados na Moringa
oleifera sdo: proteinas, gorduras, carboidratos, sais minerais, vitamina A, &cido
nicotinico, acido ascorbico, tocoferol, substancias estrogénicas, 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: detecg¢éo, isolamento
e caracterizacdo. 2007. 112 p. Tese (Doutorado em Ciéncias Biolégicas) - Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2007.

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

A importancia da acdo da Moringa oleifera nas dislipidemias foi avaliada por
(GHASI; NWOBODO; OFILI, 1999), os quais mostraram efeito hipocolesterolémico do
extrato bruto das folhas da Moringa Oleifera em ratos da raca wistar. Quando avaliado
0 grupo de ratos com dieta rica em gordura tratado com Moringa oleifera, apresentou
reducdo de 14,4% de colesterol no soro, estatisticamente, significante (p<0,001). A
reducao de colesterol, pelo extrato bruto das folhas da moringa, indica que esta planta
possui potencial valor medicinal e pode validar e explicar a sua utilizacdo nos
pacientes obesos e cardiacos, uma vez que ja é usada pelos indios em sua medicina
herbal como um agente hipocolesterolémico em pacientes obesos.

Da mesma forma, em um estudo experimental (MEHTA et al., 2003) avaliou a
acao hipolipemiante do fruto da Moringa oleifera em coelhos, alimentados com dieta
hipercolesterolémica a 5%. Nesse estudo, ainda avaliaram os niveis de colesterol total
(CT), HDL, LDL, VLDL e triglicerideos e mostraram que a Moringa oleifera e a

lovastatina, diminuiram os niveis séricos de colesterol total, de triglicerideos, LDL,
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VLDL. A lovastatina reduziu os niveis de HDL em coelhos hipercolesterolémicos,
enguanto a Moringa oleifera aumentou o nivel de HDL, significantemente. Os achados
encontrados no perfil lipidico apds o uso da Moringa oleifera, mostram que esta planta
pode diminuir a incidéncia de aterosclerose e de doenca coronaria, semelhante ao
resultado encontrado, quando empregada a lovastatina. A reducéo do colesterol pode
ser devido a mecanismos compensatorios como diminuicdo da reabsorcdo do
colesterol enddgeno ou aumento na taxa de secrecao para o trato intestinal. Assim, a
Moringa oleifera foi encontrada para reduzir a incidéncia de aterosclerose. Esse
estudo sugere que a Moringa oleifera tenha acéo hipolipidémica, antiaterosclerética,
causando assim, a reducédo 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
0s solventes; agua para o extrato aquoso, o0 metanol a 80% para o extrato metandlico
e o etanol a 70% para o extrato etandlico. Desta forma, foi extraido o acido ascorbico;
um antioxidante natural, porém com atividade antioxidante baixa, quando comparada
com a atividade antioxidante dos compostos fendlicos totais, flavonoides totais,
guercetina e acido linoleico. A concentracdo dos principios ativos fendlicos
antioxidante das folhas da moringa variou dependendo dos solventes empregados.
foram comparados os diversos tipos de solventes para a extracdo destes
componentes de uma amostra de 100 gramas de folhas da Moringa oleifera da
Nicaragua. Assim, o extrato aquoso das folhas da moringa extraiu (7,43% e 10,83%),
0 extrato metandlico a 80% extraiu (12,33% e 14,07%) e o etandlico a 70% extraiu
(11,04% e 10,14%) de produtos fendlicos totais e de flavonoides totais,
respectivamente. A atividade antioxidante foi mostrada em 20% no extrato aquoso,
em 65,1% no extrato metandlico a 80% e em 66,8% no extrato etandlico a 70%. Assim,
o etanol e o metanol s&o solventes mais eficazes para a extragdo de antioxidantes
polifendicos e, portanto, mais eficazes catadores de radicais livres (peroxilo e
hidroxila). A concentracdo relativamente baixa de compostos fendlicos no extrato
aguoso mostrou menor efeito sobre a inibicdo da peroxidacao lipidica e também na
eliminacdo de radicais livres, embora todos os extratos tiveram atividade alta na
eliminacao desses radicais. Os compostos fendélicos sdo bons doadores de elétrons e
podem converter os radicais livres altamente oxidantes, como superdxido (O72) e
hidroxila ((OH) em produtos mais estaveis, por doacédo de atomos de hidrogénio. Esta

€ uma acao benéfica dos compostos fendlicos, pois os radicais superoxidos tém
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mostrado potencial para inativar as enzimas e degradar: DNA, membrana celular,
polissacarideos e matar as células.

Dentro desse contexto, Chumark et al. (2008) investigaram a acao
antiaterosclerética, hipolipemiante e antioxidante da Moringa oleifera em coelhos
hipercolesterolémicos da raca Nova Zelandia, com dieta suplementada com colesterol
a 0,5%. Os autores compararam o0 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 o0s niveis plasmaticos de colesterol total, HDL, LDL e
triglicerideo antes do experimento e nas trés avaliagbes seguintes, a cada quatro
semanas. A sinvastatina e a Moringa oleifera reduziram, significantemente, os niveis
de Colesterol, LDL e HDL e triglicerideo (P<0.05), porém, quando comparados entre
si, ndo houve diferenca significante (P>0.05). O extrato das folhas da Moringa oleifera,
reduziu a formacdo da placa aterosclerotica na carétida interna de coelhos
hipercolesterolémicos em 86% e o colesterol sérico em 52%, quando comparado com
0 grupo hipercolesterolémico sem nenhum tratamento. Os autores sugeriam que a
Moringa oleifera tem alto potencial terapéutico para a prevenir a hiperplasia miointimal
e, por conseguinte, as doencas 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 etandlico da casca da Moringa oleifera e agua destilada ao grupo
controle. Para estabelecer a dose letal (DLso), foram seguidas as diretrizes da
Organization of Economic Co-operation and Development (OECD 423), dose limite
em trés etapas. O extrato foi administrado na dose de 300, 2.000 e 5.000 mg/kg de
peso corporal. Apés a administracdo de uma dose unica de extrato etandlico e aquoso,
os animais foram observados por um periodo de 14 dias. Nenhum sinal ou sintoma
anormal foram observados ou modifica¢des laboratoriais, como também alteracdo no
peso corporal e dos 6rgdos ou ainda alteragdes estruturais no figado ou outros 6rgéos
a autoépsia. Nao houve morte de nenhum dos animais; indicando a seguranca do uso
da do extrato. Os autores mostraram que o extrato da Moringa oleifera ndo é toxico
para a dose limite de 5.000 mg/kg de peso corporal. Deste modo, pertence as
substancias da classe 5; ndo incluida no sistema de Classificagdo Globalmente
Harmonizado (GHC) para substancias quimicas com indicativos de elevado valor de
DLso.
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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
agua 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 agua destilada. De outra forma,
avaliaram ainda a toxidade subcronica do extrato da Moringa oleifera em doses (250,
500 e 1.500 mg/kg) e 0,2 mL de agua destilada ao grupo controle, todos durante 60
dias. O extrato aquoso das folhas de Moringa oleifera ndo produziu mortalidade,
guando administrado por via oral nas doses de 400 a 6.400 mg/kg. Porém, reduziu a
locomocéao e causou embotamento em alguns animais, tratados com doses mais altas
gue 3.200 e 6.400 mg/kg. Apbs a administracao intraperitoneal, mostrou 20% e 80%
de mortalidade para as doses mais altas de 1000 mg/kg e 2000 mg/kg,
respectivamente. O rim, figado, coracao, cérebro e testiculos foram colhidos para a
histologia e sangue para avaliacdo bioquimica. A administracdo da moringa durante
60 dias, em todos os grupos, ndo causou diferenca significante (p > 0,05) nos
parametros hematologicos, quando comparado com 0s grupos controles. Os
resultados de histologia dos rins e do figado em todos os grupos nédo revelaram
diferenca significativa (p > 0,05) em relacdo ao grupo controle. Ndo houve alteracao
na arquitetura dos hepatocitos, exceto, ligeira congestao dos hepatocitos nos grupos
tratados. No entanto, houve reducéo 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 microscépico do coragdo, cérebro e testiculos ndo apresentou
alteracOes fisicas e arquitetdonicas. Deste modo, a DLso, nesse estudo, foi estimada
em 1.585 mg/kg pelo método andlise de probabilidade.

Em experimentos com coelhos da raca Nova Zelandia, (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 desnudacéo
endotelial pelo baldo de angioplastia. Foram realizadas analises bioquimica do
colesterol total, triglicerideo, HDL, LDL e VLDL inicial e final e os resultados mostraram
nao houver diferenca, estatisticamente significante, entre as médias dos componentes
do lipidograma. Quando foram comparadas a diferenca 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 fisiolégico durante 35 dias, os resultados mostraram que ndo
houve diferenca estatisticamente significante.

Ainda, Ajibade, Arowolo e Olayemi (2013) estudaram a toxicidade do extrato
metandlico das sementes de Moringa oleifera em ratos da raca Wistar. A dose aguda
foi administrada a trés grupos de trés 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, 0s grupos receberam
dose de 3.000 mg/kg, 4.000 mg/kg e 5.000 mg/kg de peso corporal por via oral,
respectivamente. Apds a administracdo do extrato metandlico nas doses; de 400, 800,
e 1.600 mg/kg de peso corporal, a cada grupo respectivamente, durante 21 dias, 0s
mesmos apresentaram reducéo de peso corporal, porém sé 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
respiratorio, imobilidade, resposta lenta aos estimulos externos, falta de coordenacéo,
embotamento e desorientacdo. Os efeitos das doses crescentes do extrato metandlico
das sementes da moringa sobre os parametros bioquimicos mostraram aumento
significante (p < 0,05) dos niveis 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 indicacdo de dano ao figado. Desta forma, a dose
maxima de seguranca do extrato metandlico de semente de moringa foi calculada em
3.000 mg/kg e a dose letal minima em 5.000 mg/kg. A dose letal (DLso), 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 doenga
diabetes melitus foi induzida por estreptozotocina na dose de 45 mg/kg de peso
corporal. Os ratos de ambos o0s sexos foram considerados diabéticos, quando o nivel
de glicose sanguinea atingiu 300 mg/dL. Vinte ratos diabéticos foram divididos em
dois grupos, sendo o grupo | com dieta normal e o grupo Il com mesma dieta,
acrescida de Moringa oleifera na dose de 100 mg\kg de peso corporal pelo periodo de
24 semanas. Terminado o tratamento, foi realizada coleta de sangue para a
bioguimica 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 niveis 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 dilatacdo dos vasos da retina nos ratos
diabéticos e auséncia de dilatacdo no grupo normal (p < 0,001). Nos ratos diabéticos,
tratados com moringa, foi demonstrado menor dilatacdo 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
eletrbnica e observada inibicdo do espessamento da membrana basal em ratos
diabéticos, tratados com moringa. Os ratos ndo 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 disfuncdes

vasculares, induzidas por hiperglicemia em ratos diabéticos.
2.2 Hiperplasia miointimal

Na tentativa de elucidar os mecanismos regulatérios da hiperplasia da intima
subjacentes a uma lesao endotelial por baldo, Wei et al. (1997) observaram resposta
proliferativa de células musculares lisas vasculares (CML) em artéria carétida de ratos.
Assim, a lesado arterial induz a producéo de ciclinas; E, A e Kinase Dependente de
Ciclina (CDK2); proteinas reguladoras do ciclo celular para regular a proliferacéo de
CML, cujas expressOes sao espacialmente e temporalmente correlacionadas com a
proliferacdo de CML. Desta forma, a primeira resposta a lesdo ocorreu até o terceiro
dia (0 a 3 dias) com proliferacdo de CML na média e a migracao para a camada intima,
entre (3 a 14 dias). Os niveis elevados de expressao dessas proteinas foram mantidos
por até 10 dias apds a lesdo; coincidindo com o periodo em que o crescimento da
neointima € mais rapido. A seguir, a proliferacdo celular, segundo os autores, parece
contribuir para o crescimento da lesdo da intima entre uma e trés semanas apos a
lesdo. 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 formacao de
neointima, através de modelos experimentais em animais de laboratério, De Meyer e
Bult (1997) realizaram reviséo bibliografica sobre a formacdo da neointima, ap6s um
dano vascular induzido e para compreender o desenvolvimento das reestenoses apés
uma intervencao vascular. Desta forma, concluiram que a reestenose depende nao
somente da formacao da hiperplasia neointimal, mas também, do recuo elastico agudo
e da constricdo crbnica da parede arterial, durante o remodelamento, apés uma
angioplastia. Os autores observaram também falha da inibicdo da neointima, causada
pela desnudacgédo por baldo, em artéria carotida de ratos, além da faléncia dos varios
tratamentos com farmacos, sem reduzir a reestenose, apdés uma angioplastia.

Com a intencéo de inibir a hiperplasia da intima, Usui et al. (1999) empregaram
um foto-sensibilizador, derivado da hematoporfirina (FDH) em artérias iliacas de
coelhos com aterosclerose ap0s angioplastia, para determinar se a hiperplasia da
intima pode ser inibida pela terapia fotodinamica (TFD). O controle foi na artéria iliaca
comum contralateral com lesdo semelhante ndo irradiada. Histologicamente, a
neointima foi mais evidente no sétimo e décimo quarto dia, apds a lesdo. Nos vasos
nao tratados pela TFD, a hiperplasia neointimal foi intensa em toda a circunferéncia.
N&o houve reducéo da hiperplasia neointimal nos grupos irradiados de imediato, no
tempo zero e em trés dias. Houve marcada reducao da hiperplasia no sétimo e décimo
guarto dia, com maior intensidade no sétimo dia, apés a TFD. Foi mostrado que a
TFD, por radiacao intraluminal, inibe a hiperplasia da intima e que é mais eficiente no
sétimo dia ap0s a lesao por baldo, como também pode oferecer uma nova abordagem
para a prevencéao da reestenose apds uma lesdo por baldo em humanos.

Em uma reviséo, sobre a hiperplasia miointimal, Costa e Fagundes (2002)
concluiram que esta enfermidade surge apés um dano vascular, seja por uma
revascularizacdo com pontes autélogas, homologas e sintéticas ou apdés uma
angioplastia intraluminal com ou sem colocagdo de stent e também em vasos de
orgaos transplantados. Esses procedimentos podem complicar pelo espessamento da
camada intima (hiperplasia intimal, neointima ou miointimal), com diferentes graus de
estenoses luminal, oclusédo e isquemia dos tecidos.

A avaliag&o da hiperplasia intimal e estenose foi realizada por Park et al. (2003)
em lesdes coronarianas humanas. O estudo foi prospectivo randomizado,
multicéntrico, controlado, triplo-cego para avaliar a habilidade de stent; eluido com

paclitaxel, implantado nessas lesdes para inibir a hiperplasia da intima e a reestenose
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ap0s angioplastia. Os autores mostraram que o paclitaxel é um agente
antiproliferativo, usado para prevenir a reestenose, apés implante de stent em
coronarias. Foram comparados stent eluido com 1,3 pug e 3,1 pyg de paclitaxel por
milimetro quadrado em dois grupos e 0 grupo controle com 0 mesmo stent, sem
eluicdo. A terapia antiplaquetdria com aspirina e clopidogrel foi adicionada. O
seguimento clinico foi realizado em um més, em quatro € em seis meses € 0
seguimento angiografico entre quatro e seis meses. O grupo com dose alta de
paclitaxel teve reducéo significantemente melhor que o grupo controle, na prevencao
da estenose (P<0,001). A avaliacéo pelo ultrassom intravascular mostrou reducéo do
volume da hiperplasia intimal, dependente da dose. Desta forma, o stent eluido com
paclitaxel e terapia antiplaguetaria convencional, efetivamente, inibiu a reestenose e
a hiperplasia neointimal.

Também, Nunes, Alfonso e Oliveira (2004), em um estudo de revisdo em seres
humanos, avaliaram a fisiopatologia da reestenose apds angioplastias coronarias
percutaneas e concluiram que a restenose é decorrente do processo de reparacao da
parede vascular e envolve diferentes mediadores celulares. Observaram também que
a hiperplasia da camada intima e o remodelamento vascular sdo os dois principais
processos fisiopatoldgicos, envolvidos na perda luminal tardia. Mostraram ainda que
evidéncias sugerem existir pacientes com maior ou menor propensao ao
desenvolvimento de restenose, embora o0s determinantes biolégicos desta
predisposi¢ao ainda permanegam n&o totalmente esclarecidos.

De modo diferente, Brasselet et al. (2008) avaliaram a hiperplasia neointimal e
reestenose em coelhos da raca Nova Zelandia, com dieta hipercolesterolémica
durante 4 semanas, associada a abrasao endotelial por baldo Fogarty nimero 3. A
angioplastia foi realizada quatro semanas mais tarde por baldo convencional. Foi
realizado aquecimento local, na artéria iliaca por baldo térmico aplicado
aleatoriamente (50, 60, 80, e 100° C) durante 60 segundos. A radiofrequéncia térmica,
durante a angioplastia com baldo térmico com agua aquecida, foi aplicada unilateral,
e a iliaca contralateral foi dilatada sem aquecimento, servindo como controle. Os
stentes metalicos foram implantados em ambas as artérias iliacas, no mesmo local
onde foi realizada a angioplastia com baldo aquecido e sem aquecimento endotelial,
na artéria contralateral. A seguir, foi suspenso o colesterol e, seis semanas apoés a
angioplastia, os coelhos foram sacrificados e as artérias lesadas coletadas. A

avaliacdo histolégica mostrou proliferacdo celular inversamente proporcional ao
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aquecimento local. Na temperatura endotelial a 50°C, houve reducdo da hiperplasia
neointimal e menor porcentagem de reestenose, comparado com 0 grupo controle e
ndo houve trombose. A trombose intra-stent, nas temperaturas entre 50 e 60°C, foi
idéntica ao grupo controle, porém aumentou drasticamente com o aumento do
aquecimento entre 80 e 100 °C.

Por outro lado, Tsai et al. (2008) avaliaram o efeito do cilostazol sobre a
hiperplasia intimal, em coelhos da raca Nova Zelandia com desnudacédo endotelial
arterial por balédo. Foi coletado sangue e, a seguir, os animais sacrificados ao fim de
5 semanas, com coleta das artérias para colora¢do imuno-histoquimica. A morfometria
foi usada para medicdo de hiperplasia da intima e a area da superficie intima/medial
para cada espécime de seccéo transversal também foi determinada. Desse modo, foi
observado que o cilostazol atenua efetivamente a hiperplasia neointimal, inibe a
infiltracdo de macrdfagos na parede arterial, diminui a agdo da proteina quimiotética
do monécito-1 (MCP-1), diminui a expressdao de metaloproteinase-9 (MMP-9) em
aortas de coelhos com endotélio desnudo e induzida a inflamacéo sistémica pelo
lipopolissacarideos (LPS). Os autores apontaram também uma nova visao sobre os
multiplos efeitos do cilostazol e que esses efeitos anti-inflamatérios podem fornecer
uma forma promissora de prevencao de aterogénese e reestenose.

Em estudo para suprimir a hiperplasia miointimal, Rosenbaum et al. (2010)
avaliaram a agdo dos antioxidantes nas anastomoses de enxertos protéticos em
coelhos hipercolesterémicos. O N-acetilcisteina foi comparado com probucol em um
grupo de coelhos, alimentados com rac&o e, em outro grupo alimentados com racgéo
e colesterol a 1%. Esse ultimo grupo teve significante aumento de espessamento
intimal na anastomose e menor cobertura de células endoteliais na protese. Assim, 0
estresse oxidativo global e a hiperplasia da intima na anastomose estavam
aumentados e a endotelizacdo do enxerto protético foi significantemente reduzida em
animais com dieta rica em colesterol. O tratamento com antioxidantes inibiu a
hiperplasia da intima e aumentou a cobertura do enxerto protético com células
endoteliais.

Com o mesmo objetivo, Guzeloglu et al. (2011) investigaram o efeito do acido
zoledrénico como inibidor da hiperplasia miointimal em coelhos da raca Nova
Zelandia. Assim, comparam o efeito do uso do &cido zoledrénico (AZ) nas
anastomoses das artérias carotidas internas em dois grupos de coelhos, sendo um

grupo tratado e outro grupo controle. O grupo placebo recebeu solugdo salina,
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tamponada com fosfato (SSTF), enquanto o grupo (AZ) recebeu acido zoledrbnico;
100 pg/kg/dia subcutanea, durante 28 dias. O grupo SSTF apresentou espessamento
intimal significante na anastomose (p<0,01). O grupo AZ reduziu significantemente a
area da intima (p<0,01). A actina pela imuno-histoquimica foi significantemente
diminuida na éarea 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-histoquimica. Isto mostrou que o AZ
diminuiu a imunopositividade das metaloproteinases nas anastomoses arteriais. Foi
concluido que o &cido zoledrbnico pode ser um agente promissor para a prevencao
da hiperplasia neointimal; a qual € a causa mais importante de fracasso tardio de
enxertos no pos-operatorio.

De outra forma, Ito et al. (2012) avaliaram o cilostazol no controle da
aterosclerose e agregacao de plaquetas em coelhos, alimentados com uma dieta
normal e com suplementacédo de colesterol a 0,5%, com e sem o cilostazol pelo
periodo de dez semanas. O cilostazol inibiu a agregacdo plaquetaria em coelhos
hipercolesterolémicos e mostrou poder prevenir a progressao da aterosclerose,
através do seu efeito antiagregante e da melhora dos niveis lipidicos no individuo
hipercolesterolémico. Reduziu ainda significativamente, o colesterol total,
triglicerideos no soro e o teor de triglicerideos na parede da aorta aterosclerética. O
cilostazol também reduziu significativamente a area da intima aterosclerdtica e a
agregacédo de plaguetas em coelhos alimentados com uma dieta normal e rica em
colesterol. Os efeitos antiaterosclerdticos e antiplaquetarios do cilostazol em coelhos,
alimentados com colesterol, possivelmente € devido a melhoria do metabolismo dos
lipideos e da reducdo da ativacdo de plaquetas. Esses resultados sugerem que o
cilostazol é util para a prevencao e tratamento das doencas aterotrombéticas e
anormalidades lipidicas.

Em um estudo empregando farmaco, Takigawa et al. (2012) avaliaram a acao
do cilostazol na hiperplasia da intima em ratos com angioplastia da caroétida.
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 ac¢des
anti-inflamatérias sobre as células mononucleares teleguiadas as células endoteliais
e tem potencial para prevenir a reestenose, apos angioplastia, como também reduzir

a incidéncia de aterosclerose.
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De outra forma, a hiperplasia miointimal foi avaliada por Guzeloglu et al. (2012),
guando empregaram coelhos da raca Nova Zelandia com seccao e anastomose de
carotidas. Os autores compararam o efeito da rosiglitazona em um grupo com outro
grupo recebendo solucdo salina tamponada com fosfato (SSTF), no grupo controle
por quatro semanas. Os coelhos foram sacrificados 28 dias apds o tratamento e a
area da anastomose foi removida para a coloracdo e avaliagcdo histolégica. A
avaliacdo imuno-histoquimica 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 proteinas MMP nas carétidas
anastomosadas. Assim, a rosiglitazona inibiu a hiperplasia da intima e a expresséo
pro-inflamatéria das enzimas MMPs e pode desempenhar papel protetor contra a
aterosclerose, devido a sua acao inibitdria sobre a expressdo 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 raca Nova Zelandia, comparado com
0 grupo controle com solugéo salina tamponada com fosfato (SSTF), durante 28 dias.
O tratamento foi iniciado apds as carotidas serem seccionadas e anastomosadas
término-terminal. A histologia revelou diferenca significante entre a intima e
intima/média em conjunto nas carotidas dos grupos: tadalafil e SSTF (p<0,001). A
area da intima e a relagéo intima/média foram aumentadas de espessura nas artérias
anastomosadas em comparagao com as esquerdas intactas (p<0,001). Quando as
cardtidas direitas foram avaliadas pela andlise de covariancia, foi observado que a
area da intima e a relacdo intima/média, no local da anastomose, foram
significativamente reduzidas no grupo tratado com tadalafila (p<0,001). Esse estudo
mostrou que a tadalafila € um novo agente indicado para aumentar a permeabilidade
vascular e prevenir a hiperplasia intimal, apds intervencdes vasculares.

Também, Bahnson et al. (2015) avaliaram a hiperplasia miointimal pela acdo
do oxido nitrico na parede vascular mostraram que espécies reativas de oxigénio
(ROS) aumentam, apds uma leséo arterial, estimulando a proliferacdo e migracéo de
células musculares lisas da camada média e migracéo de fibroblastos da adventicia
para a camada intima, gerando a hiperplasia intimal. Houve evidéncia de que o 6xido
nitrico inibe este processo e promove a proliferacdo de células endoteliais. Foram

empregados ratos com leséo por baldo na artéria carotida e a seguir, aplicado 6xido



35

nitrico em pé na superficie externa da carétida lesada. Trés dias apds, foi realizada a
eutanasia e coleta das artérias. Também, um grupo de camundongo foi lesada a
artéria femoral e, 14 dias apoés, sofreram eutanasia com coleta das artérias. Foi
realizada coloragdo com hematoxilina eosina e medig&o da hiperplasia intimal em um
software ImageJ. As células musculares lisas de aorta de camundongo e fibroblastos
de adventicia foram isoladas e cultivadas em cultura in vivo e in vitro. Foi mostrado
gue o Oxido nitrico regula a proliferacdo de células musculares lisas vasculares,
diferentemente, da regulacdo em meio de oxirreducéo. Esses achados destacam o
papel do superéxido (O2) como uma molécula, que sinaliza o comando do
crescimento neointimal e a importante habilidade do NO, para alterar o equilibrio redox
através de aumento da proteina superoxido dismutase-1 (SOD-1) em um modelo de
célula especifica para inibir o desenvolvimento neointimal. No entanto, o aumento dos
niveis de proteina SOD-1 n&o foi observado em células endoteliais ou fibroblastos
adventiciais. O o6xido nitrico inibiu a hiperplasia neointimal através de diversos
mecanismos, entre estes, a regulacdo da SOD-1. Existem ainda pesquisas na
tentativa de desenvolver antioxidantes, direcionados a organelas celulares como
mitocondrias. A hipotese é que células especificas se diferenciam e o NO regula os
niveis 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
hiperlipidémicos hereditarios, machos e fémeas tratados com probucol por 15 a 17
meses com um grupo controle, com dieta padréo por 12 a 16 meses. Os animais,
tratados com probucol, tiveram menor reacdo imunologica, mostrando menor
celularidade (macrofagos), quando comparado com o grupo controle. Foi mostrado
gue lesBes maiores tinham maior celularidade pela imuno-histoquimica e as lesdes
menores tinham maior quantidade de células musculares lisas. O probucol foi eficiente
na reducdo da aterosclerose em coelhos hiperlipidémicos hereditarios no inicio da
vida. Nao se sabe ao certo, o efeito do probucol. Contudo, € um poderoso antioxidante
e é provavel que exerca efeito antiaterogénico, diminuindo ou impedindo a
modificacdo oxidativa de lipoproteinas, contribuindo para a diminuicdo da
aterosclerose. Nao foi mostrado diferenca no tratamento com probucol entre coelhos
machos e fémeas.

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

neointimal para avaliar a constric¢cao cronica, o crescimento neointimal e as mudancgas
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adventiciais com reestenose em coelhos ateroscleréticos. As lesdes nas artérias
femorais foram provocadas por infusédo de ar local, com as extremidades clampeadas.
A seguir, foi introduzida uma dieta hipercolesterolémica por quatro semanas e
realizada a angioplastia ao final deste periodo. Um grupo de seis coelhos, com a
mesma lesdo, sem angioplastia foi acompanhado pela angiografia entre quatro e oito
semanas e avaliados pela histologia para observar a constriccdo em resposta a cura
da lesdo de secagem. A area da intima e média juntas, delimitada externamente pela
lamina elastica externa, foi utilizada para avaliar o crescimento da neointima-medial,
ao invés de intima e média em separado, porque frequentemente a lamina elastica
interna estéa incompleta pela reparacdo da ruptura dessa lamina, apos a angioplastia.
Uma constricdo crbnica foi percebida ao nivel da lamina elastica externa, mais
correlacionada com o estreitamento luminal do que pelo crescimento neointima-
medial, 3 a 4 semanas apds a angioplastia. Além disso, as mudancas relativas ao
nivel da intima, média e adventicia no local da lesdo, sugeriram um possivel
mecanismo para a constri¢ao.

Em um modelo para a inducéo de hiperplasia da intima, Asada et al. (1996)
avaliaram o efeito da pressdo de insuflacdo do cateter baldo para a producdo de
lesdes vasculares na aorta de coelhos. Observaram as diferentes pressoes pelo baldo
de angioplastia: 1,5, 1,75 e 2,0 atm para desnudacdo do endotélio da aorta
descendente com um balédo 4F. Foi observada uma perda de DNA significativa nas
areas da parede da aorta, na qual foi aplicada maior pressdo, 1,75 e 2,0 atm. A
hiperplasia da intima foi detectada em todas as areas lesadas, porém com maior
intensidade nos grupos com maior tempo apds a lesdo. Foi encontrado,
ocasionalmente, fibrose e calcificacdo na camada média, sem relacdo com o tempo
da lesdo, mas com maior frequéncia no grupo de maior pressdo. Houve ruptura de
laminas com maior intensidade no grupo de maior pressao na parede da aorta. Pela
imuno-histologia foram encontradas células musculares lisas na intima e, apenas
alguns monadcitos sem relacdo com o grau de agressao a parede arterial. Parece
provavel que a lesdo por baldo ndo poderia provocar uma hiperplasia da intima
proporcional ao aumento da pressédo. Pois, a lesdo grave medial € acompanhada por
uma grave extensao da necrose de células musculares lisas mediais, que é a fonte de
fornecimento dessas células para a hiperplasia da intima.

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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aterogénica. Foram dois grupos de sete coelhos, sendo um grupo controle com dieta
padrdo para coelhos e o grupo com uma gema de ovo e 13,5 mL do éleo de milho,
junto a 150 g de racéao diaria, por 90 dias. Foram dosados os niveis plasmaticos de
colesterol total, HDL, triglicérides, LDL no tempo zero e, ao final de cada més, durante
o tratamento e, os valores obtidos por meio da formula de Friedewald. A seguir, 0s
coelhos sofreram eutanasia com dose letal de anestésico e removidas as artérias:
aorta toracica, abdominal, renais, bifurcacao iliacas da aorta, femorais, carotidas e
preparadas para andlise histolégica. Foi encontrado aumento das concentracdes de
colesterol total e fracdes no grupo, que recebeu dieta suplementada com gema de
ovo, porém nao se observou diferenca nos niveis de triglicérides entre os grupos. Na
analise histopatoldgica, ndo foram encontradas alteracdes arquiteturais nas artérias
de animais do grupo controle. Nos animais, que receberam gema de ovo, foram
observadas altera¢c6es na camada intima, correspondente a acumulos de lipideos em
células espumosas ou formando vacuolos subendoteliais renais, carétidas, transicédo
toracoabdominal, femorais e estrias gordurosas, predominantemente, na parede
anterior da aorta abdominal e toracica. Em apenas um animal, foi observado o
espessamento de intima em grau moderado, na transi¢cdo toracoabdominal da aorta.

De modo semelhante, Santos (2008) empregou coelhos da raca Nova Zelandia
em um experimento com gema de ovo para induzir aterosclerose. O autor mostrou
gue 20 mL de gema de ovo contém, aproximadamente, 200 mg de colesterol. Assim,
comparou 0s grupos com suplementagcdo alimentar com gema de ovo, banha de
porco, colesterol com o grupo controle. Foram realizadas analises bioquimicas do
colesterol total, triglicerideo, HDL, LDL e VLDL. No final do tratamento dietético, foi
retirado fragmento da artéria carotida comum direita, do arco aodrtico e da artéria
femoral direita de cada animal. A andlise bioquimica do colesterol total, HDL e LDL
apresentaram maior valor médio no grupo 20 mL de gema de ovo. O triglicerideo
apresentou maior valor médio no grupo banha de porco. Na analise histopatolégica, a
maior média de espessamento endotelial e de células espumosas foram nos grupos
20 mL de gema de ovo e no grupo colesterol. Foi concluido, nesse estudo, que a
administracdo de 20 mL de gema de ovo € ideal para modelos experimentais, que
envolvam o perfil lipidico, formagdo de células espumosas e espessamento de
endotélio.

Por outro lado, Ferrer et al. (2010) avaliaram a importancia do diametro do balédo

em artérias de coelhos machos e fémeas da raca Nova Zelandia. Esses autores
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abordaram a artéria iliaca esquerda para técnica de desnudacéo, através da caroétida
externa. A angioplastia foi realizada com balédo 2,5 x 20 mm em um grupo e com baléo
3,0 x 20 mm em outro grupo, ambos em coelhos hipercolesterolémicos. No grupo, o
qgual foi usado o baldo 2,5 x 20 mm, houve perda de trés coelhos, sendo dois por
sangramento na carétida e um por ruptura da artéria iliaca esquerda angioplastada.
Ja o grupo do baldo 3,0 x 20 mm, houve quatro perdas, sendo trés por ruptura da
artéria iliaca e, uma por ruptura da carotida abordada. Os testes bioquimicos basais e
apos oito semanas de dieta aterogénica, mostraram aumento dos valores
significativos de colesterol no sangue, enquanto os triglicerideos nao apresentaram
diferencas significativas. Também ndo houve diferenca entre os valores de colesterol
e triglicerideo entre machos e fémeas. Os resultados mostraram que o baldo menor
causou menos complicacdo, e que os dois baldes produziram lesbes ateroscleréticas
e hiperplasia da intima de mesma magnitude. Portanto, os autores indicaram ser
melhor o uso de baldo de menor diametro; 2,5 mm em iliacas de coelhos da raca Nova
Zelandia.

Esta revisdo mostrou um reduzido nimero de estudos experimentais, que
estudaram o potencial da Moringa oleifera para a prevencdo de doencas
cardiovasculares. Como essas evidéncias parecem viaveis e ndo tendo sido
encontrado estudos com tais abordagens sobre a inibicdo da hiperplasia miointimal,

justifica-se a realizacdo desta pesquisa.
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3 METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (CEPA/LTF) da Universidade Federal da
Paraiba, Campus I, Jodo Pessoa, PB, em 19-01-2010, protocolo N° 0512/09 (Anexo
B) e também foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Estadual de Ciéncias da Saude de Alagoas (UNCISAL), Maceid, 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 0s principios éticos na
experimentacdo animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.

3.1 Tipo de estudo

Foi realizado um ensaio pré-clinico aleatério em animais de laboratério durante 35
dias. Os animais permaneceram em quarentena, para fins de adaptacdo, ganho de
peso e alcance da idade ideal para o inicio do tratamento. Foram alimentados com
racdo comercial (Purina Inc., Sdo Paulo, Brasil) e 4gua ad libitum. ApGs este periodo,
os coelhos foram submetidos a instalagdo da aterosclerose por meio de dieta
suplementada com 20 mL de gema de ovo de galinha granjeirense, em dose Unica ao

dia, durante 100 dias (Figura 2).

Figura 2 — Representacéo do delineamento experimental
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Fonte: Autor.

Notas: Onde o To = tempo de quarentena, T1 = periodo da dieta hipercolesterolémica, T2 =
corresponde ao tempo da angioplastia, T3 = duragdo do tratamento, T4 = dia da eutanasia
dos animais, T5 = continuacao da coleta dos dados.
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Trinta e cinco coelhos forma selecionados pelo protocolo da pesquisa,
receberam dieta hipercolesterolémica a base de gema de ovo. Destes, foram
excluidos cinco animais; sendo trés, devido a 6bito no periodo de indugcédo da
aterosclerose, por provavel ingestdo de gema de ovo diretamente nos pulmdes e os
dois ultimos, ap6s angioplastia na artéria iliaca externa direita, um por hemorragia
incontrolavel e outro por ruptura da artéria iliaca angioplastada (Figura 3). O periodo
da pesquisa foi de janeiro a junho de 2011 e a tese foi defendida em 2015, devido ao
decurso das disciplinas exigidas para o numero total de créditos, conforme as normas
da RENORBIO. O periodo de coleta e interpretacdo dos dados da pesquisa, 0
levantamento da literatura para fundamentacao do estudo, também contribuiram para

o tempo de concluséo desta investigacao.

Figura 3 — Delineamento dos animais da pesquisa
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Fonte: Autor.

3.2 Local

A pesquisa foi realizada no Biotério do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica

(LTF) do Campus | da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB.
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3.3 Amostra
3.3.1 Critérios de incluséo

Foram incluidos 30 coelhos adultos, da raca Nova Zelandia, fémeas, 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 a angioplastia da artéria iliaca externa direita por baldo de angioplastia
nao complacente (NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012). Os coelhos foram divididos em
trés grupos de dez coelhos e cada grupo foi destinado ao tratamento: grupo Moringa
oleifera (Mo), grupo Cilostazol (Cz) e o grupo Soro fisiolégico (SF, controle negativos).

Preparo e administracdo da dieta aterogénica. Ap0s a quarentena, 0S
animais foram submetidos a 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 manha, por via oral, durante 100 (cem) dias, com o auxilio de uma
seringa de PVC 20 mL. Os ovos foram adquiridos, semanalmente, direto do
distribuidor da granja e mantidos em ambiente climatizado entre 0° e 4° para evitar
deterioracdo em sua composi¢ao (CARVALHO, 2003). A constituicdo de cada 100 g
de ovo cru contém 356 mg de colesterol, 8,9 g de lipideos, 2,6 g de acidos graxos
saturado, 3,6 g de acidos graxos monossaturados, 1,2 g de acidos graxos poli-
insaturados, conforme a Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos — TACO
(2011). Em média, 20 mL de gema de ovo contém 200 mg de colesterol (SANTOS,
2008).

Para a inducdo da hiperplasia miointimal foi suspensa a dieta
hipercolesterolémica, 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 auséncia do reflexo doloroso durante a apreenséo
interdigital da orelha direita e, a seqguir, foi coletado sangue para dosagem bioquimica
de colesterol total, triglicerideo, 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 laboratério bioquimico, onde foram
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centrifugadas a 5.000 rpm e seguido o procedimento operacional padrao para analise
do colesterol total, HDL-c e triglicerideos pelo método de calorimetria em
conformidade com os kits do Labtest e as fragbes do LDL-c foi calculado pela féormula
de Friedewald — CipL = Cpiasma- CHpoL -TG/5 (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON,
1972) e o VLDL obtido pela divisdo do triglicerideo por 5 (Anexo 1).

Apos a coleta de sangue, foi realizada tricotomia na regido inferior do abdome
e inguinal direita, seguida de limpeza adequada do local, assepsia e antissepsia com
solugéo de PVPI a 10% de iodo ativo. ApGs a anestesia local com lidocaina a 2%, 5
mL na regido inguinal direita, foi incisada a pele com 1 a 2 cm de extensao no sentido
longitudinal e a cerca de 1 cm abaixo do ligamento inguinal, conforme (Gellman et al.,
1991) com bisturi lamina 11 para exposicdo da artéria femoral direita. A artéria femoral
exposta foi reparada com fios de algodao 3“0”, tipo polycote, e realizada arteriotomia
transversal com bisturi [Amina numero 11 (onze). Através da incisdo, foi introduzido
em conjunto: o fio guia metélico (HI/Torque, COMMANDA, 0,014” (polegadas), série
2078/72) com o cateter-baldo (Armada 0,014”, PTA, Ref. A 1025/020) de 2,5 mm de
diametro por 20 mm de comprimento; (raio baldo/artéria de 1,0: 1,2) (GELLMAN et al.,
1991; LAFONT et al., 1995; FERRER et al., 2010).

Assim, o conjunto foi inserido no lumen da artéria femoral direita (AFD), em
sentido cranial e sua posicao na artéria iliaca externa direita definida pela visualizacdo
da extremidade proximal do baldo justa ligamento inguinal dissecado. O baldo foi
insuflado intra-arterial na iliaca ipsilateral a pressao 6 atm (atmosfera) pelo tempo de
60 segundos, com insuflador (CID/20/30, Coke Medical), levando a distensédo da
parede arterial (BRASSELET et al., 2008). Apds desinsuflacdo do baldo e retirada do
mesmo, foi feita hemostasia por ligadura da artéria femoral superficial com fio de
algodao 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 incisdo 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,
diluido na agua de consumo) e profilaxia antibiética, modificado de (GELLMAN et al.,
1991) com (Ceftriaxona 20 mg/kg/dia em dose Unica, IM) para todos os grupos de
coelhos, no pés-operatorio para evitar infecgdo e sofrimento dos animais.

Vinte quatro horas ap0s a realizacdo da lesdo endotelial (desnudacéo pelo

baldo) foi iniciada a administracdo das drogas e mantida a alimentacdo com ragao
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comercial, purina para coelhos. Assim, 0 grupo Mo (moringa, denominado Mo)
recebeu 200 mg/kg de solucéo de extrato etandlico das folhas de Moringa oleifera ao
dia, o grupo soro fisiolégico (SF; controle negativo) recebeu soro fisiolégico 0,9%, 10
mL ao dia, e o grupo Cilostazol (Cz) ; lote: 20100201, data de fabricagéo: 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

substancias por via oral, durante 35 dias.
3.3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos 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 6Obitos antes
do tratamento com as drogas e ainda 0s que apresentaram anomalia da anatomia das

estruturas a serem abordadas e aqueles com doengas prévias.
3.3.3 Amostragem

Foram estudados os coelhos selecionados, que formaram uma amostra nao

probabilistica por conveniéncia.
3.4 Procedimentos
3.4.1 Grupos estudados
v" Grupo SF (Soro Fisiol6gico)

Neste estudo, os coelhos do grupo SF foram tratados com solucao fisiologica,

10 mL ao dia, por via oral durante 35 dias. E o grupo controle negativo.
v" Protocolo experimental

Os animais permaneceram em ambiente fechado e a experimentacdo foi
realizada no biotério do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), em ambiente adequado para os coelhos. O
ambiente continha sistema de ventilacdo e exaustdo forcada, periodos de
luminescéncia natural em ciclos de claro/escuro de 12h, temperatura média de 20°C,

ruido minimo e umidade em torno de 50%. Os animais foram mantidos em gaiolas
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apropriadas com area de 0,64 metros quadrados (m?2) e ndo tiveram contato com suas
secrecdes naturais, devido a adaptacdo das gaiolas para a manutencéo da higiene.
As gaiolas foram numeradas e a orelha do coelho tatuada com a respectiva
numeracao da gaiola, minimizando assim, a possibilidade de extravio. A dieta foi
constituida de agua e racdo comercial (Purina® para coelhos) ad libtum, 200 g ao dia,
conforme Santos (2008), antes e durante o experimento. A composi¢do da Purina®
para coelhos era constituida de proteina bruta 15%, extrato etéreo 2,5%, matéria
fibrosa 16%, mineral 10%, calcio 2,5%, fésforo 0,42%, umidade 13% e carboidrato
31,58% (descrito na embalagem do produto). Os coelhos foram pesados,
semanalmente, com uma balanca digital de precisdo Marte®, modelo AS 5000 C, com

carga minima 5 g e maxima de 5 kg.
v' Eutanasia dos animais

A eutanasia dos animais ocorreu um dia ap0s o término do tratamento com as
substancias. 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, triglicerideo, HDL, LDL e VLDL apés o tratamento. A seguir, 0s animais sofreram
eutanasia sob dose letal de anestésico (overdose com pentobarbital 60 mg/kg,
intravenoso), conforme Asada et al. (1996) e coleta das artérias para preparo de
laminas para as devidas colora¢des: Hematoxilina, Eosina, Tricromo de Masson,
Verhoeff e Imuno-histoquimica: C4d e HHF35 monoclonal.

v" 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.
v Grupo Mo (Moringa)

Neste grupo, os coelhos foram tratados com extrato etandlico 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.
v O extrato etanélico das folhas da Moringa Oleifera

O extrato etandlico das folhas da Moringa oleifera, nesta pesquisa, foi
preparado de acordo com o0 método descrito por Bakre, Aderibigbe e Ademowo (2013)
com algumas modificagdes. Dez quilos de folhas frescas da moringa foram colhidos
direto no herbéario da fazenda Santa Helena em Juazeiro, BA. As folhas foram
resfriadas para evitar deterioragdo e transportadas até o Laboratorio de Bioguimica
(LB) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), onde foi obtido o extrato bruto das
folhas da Moringa oleifera em etanol a 70%. Para a primeira extracdo, adicionou-se
dez (10) kg de folhas frescas da Moringa oleifera com 13,6 L de etanol a 70% em
aparelho percolador constituido de aco inox (Metalurgica Tech Vision, Guarulhos, SP)
por 72 h, a temperatura ambiente. A seguir, o contetdo foi coado em filtro constituido
de algodao e papel com poros 16, o que resultou em 1.221,3 g de extrato bruto. A
segunda extracdo juntou-se a este conteudo 7,2 L de etanol a 70% e realizado o
mesmo procedimento, quando a extragao resultou em 732,2 g. A terceira extragao foi
juntado os 732,2 g a dez litros de etanol a 70% e resultou em 702 g, seguindo 0 mesmo
protocolo, com rendimento final de 7,02%. Sendo todas as extracfes realizadas a
temperatura ambiente. A seguir, 0 concentrado de extrato etandlico foi passado em
evaporador rotatério de marca BUCHI (R Il 230 V 50/60 Hz) a vacuo e a temperatura
de 50°C, conforme técnica realizada no laboratério de bioquimica da Universidade
Federal da Paraiba, (UFPB) para retirada de agua e alcool. Para a administracdo aos
coelhos, o extrato das folhas da Moringa oleifera foi diluido com Tween 80 a 6,7% em
solucao salina na concentrag&o de 200 miligramas (mg) por mililitro (mL), quando para
cada quilo de peso animal foi feito um mL desta solugéo.

v' Técnica de randomizacao

Foi empregada a técnica de randomizacdo simples com auxilio do programa
gratuito randomizer. O sorteio dos animais para cada grupo foi feito por aleatorizacao
simples, com o auxilio do programa gratuito Research randomizer no site
http://www.randomizer.org/form.htm, em trés grupos com 10 numeros cada. Cada

grupo correspondeu a substancia utilizada e os numeros gerados para cada animal.
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Os animais receberam uma letra e um ndamero correspondendo ao grupo de
administracéo e para identificacdo dos mesmos, o SF para soro fisiologico, 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 Mol a Mo10 (para o grupo Moringa), de Cz1 a Cz10 (para
o grupo da Cilostazol) e SF1 a SF10 (para o grupo soro fisiolégico). Estas fichas foram
misturadas e retiradas ao acaso com o auxilio do randomizer. Este estudo foi formado

de 3 (trés) grupos de 10 coelhos.
v" Técnica de mascaramento

O mascaramento foi realizado para o individuo, que mensurou as variaveis
bioquimicas e histolégicas.

Os animais receberam uma letra e um namero correspondente ao grupo de
administracéo e para identificacdo do animal Mol — 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 fisioldégico (controle negativo). Esta
marcacdao 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 nUmero
da marcacéo inicial por outra letra e nimeros conhecidos, somente, por aguele que
realizou a marcacao das orelhas (pesquisador principal), sendo a nova identificacéo
guardada em envelope opaco selado, que s6 foi aberto no momento da andlise dos

dados. O patologista ndo soube qual método foi utilizado no vaso alvo.
3.5 Variaveis
3.5.1 Variavel primaria

v A diferenca de média de hiperplasia miointimal

A hiperplasia miointimal é a proliferag&o e migragdo de células musculares lisas
da camada média arterial, além de células da medula éssea, que migram para a
camada intima, diminuindo, dessa forma, o limen vascular (LIU; ROUBIN; KING,
1989).
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Para a eficacia do tratamento, a hiperplasia miointimal foi avaliada pela
morfometria e os valores dados em area e, em seguida, realizada a média de cada
grupo. A diferenca dessas médias de areas foi utilizada para afirmar qual tratamento
foi mais eficaz. Quanto maior a diferenca de média, maior a reducao da hiperplasia e,

portanto, mais eficaz o tratamento empregado.
3.5.2 Variaveis secundarias

v" A média de espessura de parede miointimal no grupo soro

fisiologica (SF)

A média de espessura miointimal esta diretamente relacionada a é&rea de
hiperplasia miointimal. Quanto maior for a espessura, maior a hiperplasia miointimal.
As médias foram mensuradas por microscopia Optica e morfometria digital
(Mediacybernetics, Image Pro-Plus 7.0, Bethesda, MD, USA), cinco semanas apos a

angioplastia.
v' Coloragbes

Coloracdo € a técnica histologica que consiste na marcagcdo de material
biol6gico com um corante ou outro reagente, com o proposito de identificar e
quantificar componentes de tecidos ou seus extratos (BIREME, 2011). Os cortes de
tecidos devem ser realizados de acordo com as técnicas padrdo para distinguir e
facilitar as diferentes estruturas celulares, que tém o mesmo grau de refringéncia e,
assim, torné-las distinguiveis, quando observadas pela microscopia optica (LARSON
et al., 2011).

A microscopia é feita por meio da amplificacdo de imagens (transmitidas por
luz ou feixes de elétrons) com lentes Opticas ou magnéticas, que ampliam todo o
campo da imagem (BIREME, 2011). As laminas foram preparadas nas objetivas de
2,5X, 10X e 40X. As amostras foram examinadas em microscopio de luz (Olympus
BH2, Toéquio, Japao). Os blocos arteriais foram cortados com micr6tomos, em
fragmentos de 0,5 cm e seccionados com espessura de 3 ym e estdo descritas nas

seccOes correspondentes a cada procedimento.

v" As colora¢cdes: Hematoxilina/Eosina — HE
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Estas coloracdes foram realizadas neste estudo, de acordo com as técnicas
padréo original (WISSOWZKY, 1876), observando os cuidados técnicos (LARSON et
al., 2011) e mantido o preparo rotineiro de laminas histologicas para avaliar alteracoes

estruturais da parede arterial pela microscopia Optica.
v' Coloracéo Tricromo de “Masson”

Nesse método de coloracdo, o nucleo se torna azul escuro ou preto, o
citoplasma ou a queratina e as fibras intercelulares se coram em vermelho e o
coldgeno e musculo em azul, com melhor visualizacdo das estruturas celulares néo
identificadas pelo HE. Neste estudo, esta coloracéo foi realizada de acordo com o0s
padrbes originais, desenvolvidos por Masson (1929) e mantido preparo de rotina de

laminas histolégicas para microscopia optica.
v' Coloracao de Verhoeff

Esta coloracdo cora colageno em vermelho, elastina em preto e sangue em
amarelo. E til para demonstrar a atrofia do tecido elastico em casos de
adelgacamento e perda de fibras elédsticas na arteriosclerose e em outras doencas
vasculares. Da mesma forma, esta coloracdo foi realizada de forma rotineira,
conforme método original (VERHOEFF, 1908).

v' Andlise histol6gica e morfométrica

Apos a eutanasia dos animais, foram coletadas as artérias iliacas direitas, com
0 segmento lesado pelo baldo expandido, entre as excisdes. 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
laminas histoldgicas para microscopia Optica: desidratacdo gradativa e crescente pelo
alcool a 70% até o alcool absoluto — diafanizagcdo em xilol e embebicdo em parafina
liquida a 60°C com preparacédo dos blocos de parafina.

Esses blocos foram cortados no micrétomo, transversalmente, em fragmentos
de 0,5 cm e seccionados com espessura de 3 ym. A desparafinizacdo das laminas foi
feita com trés banhos de xilol, por dez minutos cada, seguidos de trés banhos de
etanol absoluto, dois banhos de etanol 95% e um banho de etanol 75%. As laminas

com os cortes histoldgicos foram, entdo, lavadas em agua corrente. Para a coloracao
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hematoxilina-eosina, as laminas foram coradas por dois minutos em hematoxilina,
lavadas e coradas com eosina por mais dois minutos.

A anélise morfométrica foi realizada em imagens de trés campos de cada corte
histolégico das artérias iliacas dos animais dos grupos: Soro fisiolégico (SF), Moringa
(Mo) e Cilostazol (Cz) e coradas com hematoxilina/eosina (H/E).

As laminas foram montadas, preparadas e examinadas por patologista
devidamente credenciado nas objetivas de 2,5X 10X, 40X. As amostras foram
examinadas em microscopio de luz (Olympus BH2, Toquio, Japao) e as imagens
foram transferidas para o computador, utilizando um conversor digital com camera de
video (Olympus DP71, Toquio, Japao).

O microscopio foi ligado a um sistema de captura de imagem, utilizado em todas
as laminas dos grupos para as medi¢des. Foram selecionados, aleatoriamente, trés
campos de cada lamina, proveniente dos animais de cada grupo e analisadas, usando
o software (ImageJ Tool, UTHSCSA-versédo 3.0 para Windows, sistema de analise).

As imagens foram processadas e as medidas foram realizadas em seccfes
transversais. Assim, a parede miointimal foi isolada, externamente, pela lamina
limitante elastica externa e, internamente, pela luz do vaso, usando-se a imagem do
sistema analisador (ImageJ), assistida por computador para calculo da razéo entre a
leséo e a area total. Desta forma, baseado em estudos prévios (CORTELEKOGLU et
al., 2006; PAPADOPULOS et al., 2007) modificado, foi calculado o indice miointimal;
fazendo-se a diferenca entre a area total (At) e a area da luz (L), dividida pela area

total (Figura 4).
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Figura 4 — Representacdo do célculo do indice miointimal: At = area total; L = luz do
vaso, Pm = parede miointimal

B
| -’,'. '-. - ~ i 3

L

(At—L) /At x 100 = (Pm) = indice miointimal

Fonte: Autor.
v' A média de espessura de parede miointimal no grupo moringa (Mo)
As técnicas de coloracbes e andlise morfométrica empregadas para a

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

grupo soro fisiologico.
v" A médiade espessurade 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 fisiol4gico.
3.5.2.1  Coloragdes imuno-histoquimica
3.5.2.2  Areas positivas para o marcador C4d

O C4d é um produto da degradacdo do componente C4 da via classica do
complemento e como um biomarcador, C4d permite visualizar a ligacao direta entre
anticorpos e a leséo dos tecidos em locais de ligacdo do anticorpo ao local da leséo.
E um marcador com potencial para identificar os pacientes, que podem se beneficiar
do uso de um farmaco testado (COHEN et al., 2012).
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v' Deteccédo do marcador C4d

Realizada conforme técnica empregada por Faleiros (2009), as laminas foram
desparafinadas em concentracfes decrescentes de xilol e de alcool (absoluto, 90%,
80% e 70%) até agua destilada. A seguir, foram incubadas em camara Umida e escura
com peroéxido de hidrogénio a 3% para bloqueio da peroxidase enddgena. As laminas
foram lavadas com PBS (Phosphate Buffer Solution) e colocadas em uma cuba,
contendo solucéo de recuperacdo antigénica (Target Retrieval Solution DAKO). A
cuba foi colocada em uma panela ao vapor a 100° C por 40 minutos. Depois, as
laminas foram lavadas com PBS e incubadas em camara Umida e escura com uma
gota de bloqueador de proteinas (Protein Block Serum-free DAKO) por 30 minutos.
Posteriormente, foi retirado o excesso de bloqueador e as laminas foram incubadas
em camara umida e escura com anticorpo primario anti-C4d (1:600, ALPCO) a 4° C.
As laminas foram lavadas em PBS e incubadas na mesma camara com o link (Kit
Advance HPR Detection System DAKO) por 30 minutos a 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 cromogeno diamino benzidina por 5 minutos. Posteriormente, foram lavadas
com PBS e colocadas em agua destilada por 10 minutos. As laminas foram contra
coradas com hematoxilina de Harris por 30 segundos e lavadas em agua corrente por
5 minutos. Depois, as laminas foram desidratadas em uma sequéncia de alcoois (70%,
80%, 90%, 95%), diafanizadas em xilol e montadas com uma gota de entelan e
laminula. As laminas foram visualizadas em microscopio de luz comum e analisadas
empregando-se a técnica do teste de 36 pontos (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).
A area dos imunomarcadores foi calculada pela esteroscopia, por um sistema de teste
composto por teste de pontos e linhas-teste sobre um quadro, conhecido como area-
teste, que estima a densidade de volume. A densidade de volume foi estimada por
contagem de pontos, que tocam os imunomarcadores (coloracdo acastanhada) em

uma area teste equivalente a 200,0 um?, conforme Figura 5.
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Figura 5 — Técnica para determinacdo da esteroscopia pela coloracdo imuno-
histoquimica, C4d, Obj 40x.

Fonte: Acervo pessoal do autor.

v Determinagcdo da area marcada da imuno-histoquimica pela

esteroscopia

A estereologia usa um sistema de teste, geralmente, composto por teste de
pontos, linhas-teste sobre um quadro conhecido como area-teste e estima densidades
por volume:

Para a histeroscopia das colora¢des imuno-histoquimicas HHF35 monoclonal
e C4d, foram utilizados o teste dos 36 pontos (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003), em

gue a area dos imunomarcadores foi calculada pela formula:
A = VWv/2Qa pm?
Onde:

Vv é a densidade de volume do imunomarcador estimada por contagem de
pontos pelo teste dos 36 pontos, dividida pela densidade numérica por area de

nucleos.
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Vv = Pp/Pt
Pp = numero total de pontos que tocam os imunomarcadores

Pt = nimero total de pontos da area teste (200,0 pm?) que, no caso deste

estudo, foi 36 pontos

Qa = densidade numérica por area de ndcleos (estimada pela formula):
Qa = N/At

Onde:

N = nimero de nucleos contados dentro da area teste

At = a area teste utiizada, equivalente a 200,0 um?

a = area marcada da imuno-histoquimica

3.5.2.3  Areas positivas para o marcador HHF35 monoclonal

O HHF35 é um anticorpo especifico para células musculares (antiactina que
reconhece iso6tipos de actina (alfa e gama), comuns a todas as células musculares,
incluindo células do musculo liso) (GOWN; TSUKADA; ROSS, 1986; TSUCADA et
al.,, 1991). Imuno-histoquimica de tecido, fixado em formalina, geralmente, geram
sinais de coloracdo mais fracos (NICKELEIT; MIHATSCH, 2003).

v' Detecc¢édo do marcador HHF35 Monoclonal

Utilizou-se, para o estudo imuno-histoquimico, técnica em conformidade com
Santis-Isolan (2009). Os anticorpos foram diluidos com diluente de anticorpos
Dakocytomation®, que consiste em um tampéo Tris-HCL 0.05 M, contendo 0,1% de
Tween, proteina transportadora, para reduzir a coloracao de fundo e Azida Sodica 15
mM. Empregou-se, como anticorpo secundario, o EnVision®+Dual Link/Peroxidase,
marca Dakocytomation®. Este reagente contém imunoglobulinas de cabra anticoelho
e anticamundongo, conjugadas a um polimero, marcado com peroxidase, em tampao
Tris-HCL, contendo proteina carreadora e um agente antimicrobiano. Utilizou-se como

cromodgeno, para revelar as reacbes, o 3,3'-diaminobenzidina (DAB); Sistema
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Substrato-Cromégeno marca Dakocytomation®. Na oxidagdo, o DAB forma um
produto final marrom no sitio do antigeno. Na preparacédo do reagente, foi adicionado
1 ml de substrato tamponado para cada gota de DAB cromdgeno. Foi utilizado o
Anticorpo  monoclonal Muscle Specific Actin (HHF35) (DakoCytomation®). A
positividade da coloracdo imuno-histoquimica foi identificada nas areas de
pigmentacdo acastanhada. As matrizes de tecidos corados pelos anticorpos foram
analisadas pelo microscopio optico da marca Zeiss® em aumento de 40 vezes em trés
campos distintos. As imagens digitalizadas foram capturadas e analisadas pelo
programa Image Pro Plus (Media Cybernetics, California, EUA), para Windows, por
meio da ferramenta “Measures”, calibrada, previamente, para objetiva 40X. Apos o
reconhecimento pelo programa das areas marcadas pelos anticorpos; a contagem de
areas identificadas pelo marcador HHF35 monoclonal, de coloragdo acastanhada foi
empregada a esteroscopia, visualizada em microscépio de luz comum e analisada,
empregando-se a técnica do teste de 36 pontos (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003),
gue € um sistema composto por teste de pontos e linhas-teste sobre um quadro
conhecido como area-teste, que estima a densidade de volume de area. A densidade
de volume foi estimada por contagem de pontos, que tocam os imunomarcadores
(coloracéo acastanhada) em uma area teste equivalente a 200,0 um?, conforme Figura
4.

v" A média de colesterol total

O colesterol é o principal esterol de todos 0s animais superiores, distribuido nos
tecidos do corpo, especialmente, no cérebro e na medula espinhal, e nas gorduras e
6leos animais (BIREME, 2011). E um esterol (uma combinac&o de esteroide e alcool),
um lipidio, encontrado nas membranas celulares de todos os tecidos do corpo
humano, que é transportado no plasma sanguineo de todos os animais (GHASI;
NWOBODO; OFILI, 1999).

v A médiade HDL-C

E a classe de lipoproteinas compostas de particulas de pequeno tamanho e
peso denso. E sintetizada no figado sem um centro lipidico e acumula ésteres de
colesterol periférico e os transporta para o figado 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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apolipoproteina C e apolipoproteina E para formar lipoproteinas ricas em triglicerideos
durante seu catabolismo. O nivel plasmatico de HDL tem sido inversamente

correlacionado com o risco de doencgas cardiovasculares (BIREME, 2014).
v" A médiade LDL-C

Séo lipoproteinas compostas de particulas de pequeno tamanho com um centro
constituido, principalmente, de ésteres de colesterol e pequenas quantidades de
triglicerideos. A monocamada superficial consiste, na sua maioria, de fosfolipidios,
uma unica cépia de apolipoproteina b-100, e de colesterol livre. O LDL é formado
guando um colesterol se liga a uma lipoproteina de baixa densidade para ser
transportado pela corrente sanguinea. Sua sigla LDL vem do inglés Low Density
Lipoproteins, traduzida para portugués como Lipoproteinas de Baixa Densidade. O
colesterol ligado a LDL é o que se deposita nas paredes das artérias, quando em
excesso. Por isso denominado “mau colesterol”, quando em excesso. A funcéo
principal do LDL é o transporte de colesterol e ésteres de colesterol aos tecidos extra-
hepaticos (BIREME, 2011).

v A médiade VLDL-C

E o colesterol que esta contido ou ligado a uma lipoproteina de densidade muito
baixa (VLDL). Altos niveis circulantes de colesterol-VLDL s&o encontrados na
Hiperlipoproteinemia Tipo IIB. O colesterol no VLDL € finalmente Iliberado
pelas lipoproteinas de baixa densidade para os tecidos, ap6s o catabolismo do VLDL

em lipoproteinas de densidade intermediaria, e, em seguida, em LDL (BIREME, 2014).
v' A média de triglicerideo

E 0 nome genérico de qualquer tri-éster, oriundo da combinac&o do glicerol (um
tri-alcool) com acidos, especialmente, acidos graxos (acidos carboxilicos de longa
cadeia alquilica), no qual as trés hidroxilas (do glicerol) sofreram condensacao
carboxilica com os &cidos, 0s quais ndo precisam ser, necessariamente, iguais.
Triacilglicerdis sao prontamente reconhecidos como 6leos ou gorduras, produzidos e
armazenados nos organismos vivos para fins de reserva alimentar (LEHNINGER,;
NENSON, 2002).
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3.5.3 Dados complementares
v' Peso corporal dos animais

E a massa ou quantidade de peso de um individuo, expresso em unidades de
quilogramas ou libras (BIREME, 2011). Os animais foram pesados semanalmente,
iniciado momentos antes da administracdo das drogas e a Ultima pesagem foi
realizada no dia anterior a eutanasia dos coelhos, conforme (NOGUEIRA, 2012;
ROLIM, 2012).

v A Frequéncia de isquemia de membro

Isquemia € a hipoperfusdo do sangue através de um orgéo (ou tecido), causado
por constricdo patoldgica, obstrucdo de seus vasos sanguineos ou ainda auséncia de
circulacdo sanguinea (BIREME, 2011).

v" A Frequéncia de perda de membro
E a remoc&o de um membro por amputacdo (BIREME, 2014).
v" A Frequéncia de morte

Morte € a cessacdao irreversivel de todas as fungdes corporeas, manifestada
por auséncia de respiracdo espontanea e perda total das fungdes cardiovascular e
cerebral (BIREME, 2011).

v" A Frequéncia de infec¢ao

Infeccdo resulta da invasao e multiplicacéo de micro-organismos no organismo

hospedeiro, que podem causar doencas ou condi¢gdes patologicas (BIREME, 2011).
3.6 Método estatistico
3.6.1 Célculo do tamanho da amostra

Neste estudo, o tamanho da amostra foi arbitrado em 10 coelhos por grupo, em
trés grupos, conforme dados da literatura (CORTELEKOGLU et al., 2006), totalizando

30 (trinta) coelhos. Foi fundamentado em trabalhos, que comprovaram resultados
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estatisticos aceitaveis, com nimero 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 eletrénica disponivel na Internet no URL:
http://www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/di_2_pro.html, na qual os dados foram
inseridos para o calculo do tamanho da amostra. E, para os célculos estatisticos, o
programa estatistico GraphPad Instat® Versdo 3.06 de 32 bit para Windows (criado
em 5 de setembro de 2003).

3.6.2 Andlise estatistica

Os dados foram coletados em um formulario padronizado (Anexo H) e
tabulados e armazenados em uma planilha eletrénica de dados (Microsoft Excel®
2003. Redmond, WA, EUA). As entradas de dados foram realizadas de forma cegas
e independentes.

A analise estatistica foi realizada com os testes paramétricos de Analise de
Variancia (ANOVA) one-way (uma classificacdo) e ANOVA two way (duas
classificagdes) com pos-teste de “Tukey” e calculado o intervalo de confianca (IC) de
95% para as estimativas das diferencas entre médias e para andlise do perfil lipidico
dos animais, antes e depois do tratamento. O teste t paramétrico, para comparacao
de dados emparelhados, foi realizado para a analise do perfil lipidico, antes e depois
do tratamento dos coelhos. O teste de associacdo de Qui-quadrado foi aplicado aos
eventos (Colangite, células espumosas, esteatose hepatica, Infiltrado portal, isquemia,
Infeccdo e perda de membros). As diferencas foram consideradas estatisticamente
significantes para valor de p < 0,05.

A andlise descritiva foi realizada, calculando-se as medidas de posi¢cédo e de
variabilidade, média e desvio padrdo amostral e o intervalo de confianca de 95%
Gardner e Altman (1989) para a média estimada. Os calculos foram realizados com o
auxilio do aplicativo estatistico GraphPad Instat® (Verséo atual, GraphPad Software
Inc., San Diego, CA) 3.06 de 32 bit para Windows (criado em 5 de setembro de 2003).
As discordancias foram resolvidas por consenso.
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3.6.2.1  Hipodteses estatisticas

Ho: Pmo = Pcz = Psr (A diferenca de média de hiperplasia miointimal € a mesma
para os grupos do extrato etandlico das folhas da moringa, do cilostazol e do soro
fisiologico).

Hi: Pmo # Pcz # Psr (A diferenca de média de hiperplasia miointimal € diferente

para os grupos da moringa, do cilostazol e do soro fisiolégico).
3.6.2.2  Testes estatisticos

Foram utilizados analise de variancia ANOVA paramétrico One-way (uma
classificagdo) ou ANOVA two-way (duas classificacdes) e no caso de resultado
estatisticamente significativo, ou seja, valor de p < 0,05, utilizou-se o pos-teste de
comparacdes multiplas de “Tukey”. Foram também empregados os testes Qui-
Quadrado (X?) e t studant para dados emparelhados.

A Hiperplasia miointimal foi analisada pela ANOVA paramétrica (one-way) na
comparacdo das medias entre 0s grupos. As premissas para sua utilizacdo foram
satisfeitas: a) Normalidade dos dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (p>0,05) e

b) Teste de Levene para igualdade de variancias (p>0,05).
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4 RESULTADOS
4.1 Desvios da pesquisa

Dos 35 coelhos que receberam dieta hipercolesterolémica, cinco animais foram
excluidos na fase de instalacdo da aterosclerose e ap6s a inducdo da hiperplasia
miointimal pela angioplastia na artéria iliaca externa direita, antes do inicio do emprego
das drogas (Cz, Mo e SF). Assim; trés coelhos foram a Obito devido a provavel
ingestdo de gema de ovo diretamente nos pulmdes. Os dois Ultimos; um por
hemorragia incontrolavel e outro por ruptura da artéria iliaca direita angioplastada
(Figura 3).

4.2 Caracteristicas da amostra

Durante o tratamento com o cilostazol, o extrato etandlico e a solugéo salina,
ndao houve morte dos animais. O peso apresentou reducdo durante o tratamento,

porém, significante apenas, no grupo soro fisiolégico (p=0,024), conforme Tabela 1.

Tabela 1 — Média, Desvio Padréo e IC95% dos pesos inicial e final segundo os grupos

(SF, Mo e Cz2)
Peso inicial (g) Peso final (g) Teste t®)
Grupos M + DP IC95% M + DP IC95% Sig. P

SF 3.198,0+£652,8 | 2.731,0a3.665,0 | 2.155,1 +609,5 | 2.519,1a3.391,1 | p=0,024*
Mo. 3.392,6 £326,9 | 3.158,7a3.626,5 | 3.276,1 + 367,0 | 3.013,6 a 3.538,6 p=0,277
Cz 3.180,0 £491,7 | 2.828,3a3.531,7 | 3.050,4 +513,7 | 2.682,9 a3.417,9 p=0,221

Fonte: Autor.

Notas: SF; Soro Fisioldgico, Mo; Moringa oleifera, Cz; Cilostazol, M; média e DP; Desvio Padréo e IC.

) Teste t (dados emparelhados); Resultado significativo, ) p < 0,05
4.3 Variaveis
4.3.1 Variavel primaria
v' Diferenca de média de hiperplasia miointimal

A diferenca de média de hiperplasia miointimal, avaliada por analise de
variancia; ANOVA (one way) para comparacao das médias entre os trés grupos: (SF,

Mo e Cz), resultou em diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001). A média de
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cada grupo e o respectivo intervalo de confianga 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
o0 Czm = 16,21 (IC 95% 13,36 a 19,05) (Figura 6). Quando empregado o teste

Tukey” de comparac¢des multiplas entre as diferencas 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 — Representacédo gréfica da comparacdo de média de hiperplasia miointimal
entre os grupos (%)

Hiperplasia miointim al
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SFm =35,74 (IC 95% 31,76 a 39,71)
Mo m = 38,66 (IC 95% 33,37 a 43, 94)
Czm =16,21 (IC95% 13,36 a 19,05)

Fonte: Autor.
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Figura 7 — Comparacdes multiplas de médias de hiperplasia miointimal entre os grupos
(%)

Hiperplasia - 95% Intervalo de confiangca (Tukey)

° Diferenca de média
Moringa - Cilostazol ——i entre os grupos

S. Fisiol6gico - Cilostazol A —_——

S. Fisiol6gico - Moring a | i————]

-10 0 10 20 30 40
Diferenca de média entre os grupos (%)

Mo -Czm = 22,452 (IC 95% 16,010 a 28,894) p<0,05
SF-Czm =19,529 (IC 95% 13,087 a 25,971) p<0,05
SF-Mom =-2,923 (IC 95% -9,365 a 3,519) p>0,05

Fonte: Autor.

Figura 8 — Fotomicrografia em HE, Obj. 10x da artériailiacadireita do grupo Mo: Moringa
oleifera (A

Sowe:0.07mm |

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Seta H aponta hiperplasia miointimal, CE: células espumosas. Escala 0,07mm.
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Figura 9 — Fotomicrografiaem HE, Obj. 10x da artériailiaca direita do grupo Mo: Moringa
oleifera (B)

FScalucG. 0 run
—_—

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Seta H aponta hiperplasia miointimal, C: calcio. Em escala 0,07mm.

Figura 10 — Fotomicrografia em HE, Obj. 10x da artéria iliaca direita do grupo SF: Soro
Fisiologico
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Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Seta H aponta hiperplasia miointimal, D: desarranjo de nucleos celulares, CE: células
espumosas e N: nicleo. Em escala 0,07mm.



63

Figura 11 — Fotomicrografia em HE, Obj. 10x da artéria iliaca direita do grupo Cz:
Cilostazol

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Seta H aponta hiperplasia miointimal, D: desarranjo de nucleos celulares. Em escala 0,07mm.

Figura 12 — Fotomicrografia em Masson, Obj. 10x da artéria iliaca direita do grupo Mo:
Moringa oleifera

eSS -~
Masson 10x - = °  Escalal00um

[
Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Seta H aponta hiperplasia miointimal, D: desarranjo de nucleos celulares, CE: células
espumosas. Em escala 20um
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Figura 13 — Fotomicrografia em Masson, Obj. 40x da artéria iliaca direita do grupo Mo:
Moringa oleifera

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Seta H aponta hiperplasia miointimal, D: desarranjo de nucleos celulares, E: lamina elastica
interna, CE: células espumosas. Em escala 20pum

Figura 14 — Fotomicrografia imuno-histoquimica C4d da artéria iliaca direita do grupo

Mo; Moringa oleifera, Obj. 40x
- Mo

S T

TR Lt -

. -2 .-.‘\_‘ ’ :
LF‘,;. .-'\'.

Fhe e
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Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Seta H aponta hiperplasia miointimal, D: desarranjo de nucleos celulares, E: membrana elastica
interna, M: marcador C4d e CE: célula espumosa. Escala 0,02mm.
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Figura 15 — Fotomicrografia imuno-histoquimica HHF35 monoclonal, da artéria iliaca
direita do grupo Mo; Moringa oleifera, Obj. 40x

.-c w0 02rsumn
Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Seta H sinaliza hiperplasia miointimal, CE: célula espumosa, M: marcador HHF35 monoclonal,
E: membrana limitante elastica interna. Escala 0,02mm.

Figura 16 — Fotomicrografia imuno-histoquimica HHF35 monoclonal, da artéria iliaca
direita, do grupo SF; Soro Fisiolégico, Obj. 10x

S<cale0.07rrm

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 Variaveis secundarias
4.3.2.1 Meédias de espessura de parede miointimal avaliada nos grupos

Quando avaliada as médias de espessura de parede através da andlise de
variancia, ANOVA (one way), satisfeitas as premissas de normalidades dos dados e
igualdade de variancias, foram evidenciados o0s seguintes resultados: medidas
descritivas (média + DP) dos grupos e significancia p-valor < 0,05. Assim, a média de
cada grupo e o respectivo intervalo de confiangca foram representados da seguinte
forma: Mo m = 38,66 (IC 95% 33,37 a 43,94), 0 Cz m = 16,21 (IC 95% 13,36 a 19,05)
e 0 SFm=35,74 (IC 95% 31,76 a 39,71), de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 — Média, Desvio Padréo e IC95% do percentual da area de parede nos grupos

Droga | N % Parede (M #DP) 1C95% (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. Fisioldgico 10 (35,74 £ 5,55) (31,76 a 39,71)

Fonte: Autor.

Nota: M: média e DP: desvio padrdo - (*) ANOVA resultado significativo: p < 0,05

4.3.2.2  Avaliagéo do triglicerideo

As médias de triglicerideo iniciais e finais pela analise de variancia; ANOVA
(two-way), segundo os grupos (SF, Mo e Cz) nao apresentaram resultado
estatisticamente significante (p=0,0959). A média de cada grupo e o respectivo
intervalo de confianga 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 confirmacdo destes resultados, foi realizado o teste

“Tukey” de compara¢Ges multiplas, quando as diferencas de médias entre 0s 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 — Representacédo grafica da comparagdo de médias de triglicerideo entre os
grupos

Triglicerideos
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S Fisiolégico
Moringa
100 - A A Cilostazol
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SFm=61,85(IC 95%: 56,32 a 67,38)
Mo m = 78,30 (IC 95%: 59,23 a 97,37)
Cz m =66,30 (IC 95%: 47,61 a 84,99)

Fonte: Autor.

Figura 18 — ComparacGes multiplas de médias de triglicerideo entre os grupos

Triglicerideos - 95% Intervalo de confianca (Tukey)

Diferenca de média
Moringa - Cilostazol - — ® entre os grupos
S Fisiolégico - Cilostazol - L L
S Fisiol6gico - Moringa= F &
T T 1 1
-40 -20 0 20 40

Fonte: Autor.

Diferenca de média entre os grupos (mg)

Mo -Czm =12,00(IC 95%: -6,62 a 30,62) p>0,05
SF-Czm =-4,45 (IC 95%:-23,07 a 14,17) p>0,05
SF-Mom =-16,45 (IC 95%:-35,07 a 2,07) p>0,05



68

4.3.2.3 Avaliacao do colesterol total

A avaliagdo da média inicial e final do colesterol total pela analise de variancia;
ANOVA (two way) em cada grupo (SF, Mo e Cz) apresentou resultados
estatisticamente significativos (p = 0,0043). A média de cada grupo e o respectivo
intervalo de confianca 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 diferencas 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 (1C95%: -2,66 a 17,96) p>0,05e SF - Mo m =
-7,50 (1C95%: -17,81 a 2,81) p>0,05 (Figura 20), mostrando melhor resposta ao
tratamento com o cilostazol.

Figura 19 — Representacdo grafica da comparacao de médias de colesterol total entre
0S grupos
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SFm =43,20 (IC 95%: 34,72 a 51,68)
Mo m =50,70 (IC 95%: 39,14 a 62,26)
Czm =35,55 (IC 95%: 31,72 a 39,38)

Fonte: Autor.
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Figura 20 — Comparacgdes multiplas de médias de colesterol total entre os grupos

Colesterol - 95% Intervalos de Confianca (Tukey)

Diferenca de média
entre os grupos

Moringa - Cilostazol 4 k ® d Py

SFsiolégico - Cilostazol — @

SFsiolégico - Moringa= ®

-20 -10 0 10 20 30
Diferenca de média entre os grupos (mg)

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
SF-Mo m =-7,50 (IC95%: -17,81 a 2,81) p>0,05

Fonte: Autor.

4.3.2.4  Avaliagéo do HDL

A média inicial e final do HDL em cada grupo de coelhos, avaliados pela analise
de variancia; ANOVA (two-way), segundo os grupos (SF, Mo e Cz) apresentou
diferenca estatisticamente significantes (p = 0,0044). A média e o intervalo de
confianca 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 diferenca 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 - Czm=-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 — Representacdo gréfica da comparacao de médias de HDL entre os grupos
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SFm =20,23 (IC 95%: 12,65 a 27,80)
Mo m = 32,13 (IC 95%: 23,03 a 41,22)
21,27 (IC 95%:18,62 a 23,92)

Cz m

Fonte: Autor.

Figura 22 — Comparagdes multiplas de médias de HDL entre os grupos

HDL - Intervalos de confianca 95% (Tukey)

Diferenca e média
Moringa - Cilostazol 9 | ——i entre os grupos.
S Fisiolégico - Cilostazol A ——i
S Fisiolégico - Moringa™ ——
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Diferenca e média entre os grupos (mg)

Mo -Czm = 10,86 (IC95%:-1,93 a 12,36) p<0,05
SF-Czm =-1,04 (IC95%: -7,71 a 6,57) p>0,05
SF-Mom =-11,90 (IC95%: -12,93 a 1,36) p<0,05

Fonte: Autor.
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4.3.25 Avaliacdo do LDL

Da mesma forma, a média inicial e final do LDL foi avaliada pela analise de
variancia; ANOVA (two-way), segundo os grupos (SF, Mo e Cz) e ndo apresentou
resultado estatisticamente significativos (p=0,0604). A média e intervalo de confianca
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 diferenca de média do LDL pelo teste “Tukey” de comparac¢des multiplas
entre os grupos, foi confirmado o resultado: Mo-Cz m = 7,11 (IC 95% -0,12 a
14,34) p>0,05, SF - Czm = 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 — Representacéao grafica da comparacdo de médias de LDL entre os grupos.
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SFm =5,88 (IC 95%: -1,14 a 12,90)
Mo m = 8,04 (IC 95%: -0,61 a 16,70)
Czm =0,94 (IC 95%: -2,33 a 4,20)

Fonte: Autor.
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Figura 24 — Comparacgdes multiplas de médias de LDL entre os grupos

LDL -Intervalos de confianca 95% (Tukey)

Diferenca de média
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Diferenga de média entre os grupos (mg)

Mo - Cz m
SF-Cz m
SF-Mo m

7,11 (IC 95% -0,12 a 14,34) p>0,05
4,94 (IC 95% -2,29 a 12,18) p>0,05
-2,16 (IC 95% -9,40 a 5,07) p>0,05

Fonte: Autor.

4.3.2.6  Avaliagdo do VLDL

A avaliacdo pela analise de variancia ANOVA (two-way) para as medidas inicial
e final de VLDL (mg/dL) dos coelhos, segundo os grupos: (SF, Mo e Cz) néo
apresentou resultados estatisticamente significantes (p=0,4927). A média e intervalo
de confianga de cada grupo estéo 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 comparacdes mdultiplas entre as diferencas de
médias, confirmou os resultados: Mo - Czm = 1,76 (IC 95%: -5,55 a 9,07) p>0,05, SF-
Czm=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 — Representacao grafica da comparagcao de médias de VLDL entre os grupos
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Fonte: Autor.

Figura 26 — Comparacgdes multiplas de médias de VLDL entre os grupos

VLDL - 95% Intervalo de confiancgca (Tukey)
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Mo -Cz m =1,76 (IC 95%: -5,55 a 9,07)
SF-Cz m =3,57 (IC 95%:
SF-Mo m =

p>0,05
-3,74 a2 10,88) p>0,05
1,81 (IC 95%: -5,50 a 9,12) p>0,05
Fonte: Autor.
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v' Avaliacao dos valores médios do perfil lipidico dos animais

Os valores médios: inicial e final dos lipidogramas com o0s respectivos
percentuais e valores de (p), avaliados pelo teste t student de dados emparelhados,
sdo mostrados na Tabela 3. Os valores médios de Colesterol total apresentaram
decréscimo estatisticamente significante (p=0,0133) no grupo Mo, estatisticamente
sem significancia (p>0) no grupo Cz e acréscimo ndo significante (p>0) no grupo SF.
Os valores médios de HDL apresentaram decréscimo nao significante (p>0) em todos
os grupos (Cz, Mo e SF). Os valores médios de LDL apresentaram acréscimo néo
significante (p>0) no grupo SF e decréscimo ndo significante (p>0) nos grupos Mo e
Cz. Do mesmo modo, os valores médios de VLDL apresentaram acréscimo nao
significante (p>0) no grupo SF e decréscimo néao significante (p>0) nos grupos Mo e
Cz. Assim, também, os triglicerideos apresentaram decréscimo nao significante (p>0)

no grupo Mo e acréscimo néo significante (p>0) nos grupos SF e Cz.

Tabela 3 — Comparacdo dos valores médios inicial x final dos LIPIDOGRAMAS com
respectivos percentuais de acréscimos ou decréscimos representados
pelo valor da significancia (p) em cada grupo.

Teste t*
(sig. p-

Grupos Média_i Média_f Dif_media Perc(%) Desfecho valor)
S. FISIOLOGICO
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
TRIGLICERIDEOS 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  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-histoquimica
4.3.2.7.1 Esteroscopia C4D

A média de area do marcador C4d entre os trés grupos; (SF, Mo e Cz), a partir
da aplicacdo da analise de variancia; ANOVA (one-way), ndo apresentou resultado
estatisticamente significante (p=0,6781). A média e intervalo de confianca 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 diferencas
de médias de areas deste marcador foram avaliadas pelo teste “
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).

Tukey™, foi

Figura 27 — Representacao grafica da comparacao de médias de areas entre 0s grupos
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SFm=23.50(IC 95% 2,11 a 4,89)
Czm =3.98 (IC 95% 2,83 a 5,14)
Mom = 4.22 (IC 95% 2,83 a 5,61)

Fonte: Autor.
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Figura 28 — Comparacdes multiplas de médias de areas entre os grupos

Esteroscopia C4d - Intervalos de confianca 95%

Diferenca de médias de
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Diferenca de médias de areas entre os grupos

SF-Cz m =-0,48 (IC95% 1,56 -2,52), p>0,05
SF-Mo m =-0,72 (IC95% 1,32 -2,76), p>0,05
Cz-Mo m =-0,24(IC95% 1,81 -2,28), p>0,05

Fonte: Autor.

4.3.2.7.2 Esteroscopia HHF35 monoclonal

A média de area do marcador HHF35 monoclonal em cada grupo (SF, Mo e
Cz), avaliada por analise de variancia; ANOVA (one-way), ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante (p=0,1995). Assim, a média e intervalo de confianca 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 avaliacdo pelo teste “Tukey””,
para comparac¢des multiplas, entre as diferencas de médias de areas, confirma este
resultado (Figura 30), ndo apresentando resultados estatisticamente significantes e
as diferencas 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).



Figura 29 — Representacdo gréfica da comparacao de médias de areas entre 0s
grupos
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Figura 30 — Comparacdes multiplas de médias de areas entre os grupos
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v' Dados complementares

A frequéncia de eventos, resultantes do procedimento operatoério e do emprego
das drogas, durante o tratamento dos grupos (SF, Mo e Cz), avaliados pelo teste de
associacdo de Qui-quadrado, aplicado aos eventos (Células espumosas, Colangite,
Infiltrado portal e Infeccédo) ndo apresentaram resultados significantes (p>0,05). Para
0s eventos Esteatose hepéatica, Isquemia e Perda de membros ndo puderam ser

realizados o teste de Qui-quadrado, conforme Tabela 4.

Tabela 4 — Distribui¢cfes conjunta da frequéncia de eventos, segundo o tipo de Drogas

Tipo de Drogas Teste de
Frequéncia/eventos Total Cilostazol S.Fisioldgico Moringa $>
N % N % N % N % Sig. p-valor
Células espumosas
Sim 5 17 1 10 1 10 3 30
Nao 25 83 9 90 9 90 7 70 p=0,383
Total 30 100 10 100 10 100 10 100
Colangite Hepatica
Sim 21 70 8 80 6 60 7 70
Nao 9 30 2 20 4 40 3 30 p=0,621
Total 30 100 10 100 10 100 10 100
Esteatose Hepatica
Sim 1 3,3 1 10 - - - -
N3o 29 96,7 9 90 10 100 10 100 n.r. 0
Total 30 100 10 100 10 100 10 100
Infiltrado Portal
Sim 21 70 8 80 6 60 7 70
Nao 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 - -
N3o 27 90 10 100 7 70 10 100 n.r.®
Total 30 100 10 100 10 100 10 100
Infecgao
Sim 11 36,7 5 50 4 40 2 20
Nao 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 - -
N3o 27 90 10 100 7 70 10 100 n. r.t"
Total 30 100 10 100 10 100 10 100

Fonte: Autor.

Notas: Teste de Associacdo de Qui-Quadrado, resultado néo significativo: p > 0,05
™) Teste de Qui-Quadrado: n.r. (ndo realizado) ndo valido em virtude de células vazias.
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5 DISCUSSAO

A hipétese da Moringa oleifera ser superior ao cilostazol na redugédo da
hiperplasia miointimal, em artérias iliacas de coelhos com aterosclerose, foi rejeitada
porque a variavel primaria mostrou que em numeros absolutos, houve maior reducéo
da hiperplasia miointimal no grupo do cilostazol. E provavel que este resultado tenha
ocorrido em virtude da dose insuficiente da Moringa oleifera empregada ou pelo tempo

de tratamento reduzido, neste estudo.
5.1 Discussao dos métodos

Para este experimento, foi selecionado o coelho, por ser de facil manuseio,
manutencdo e relativamente barato, além da conhecida tendéncia a desenvolver
hipercolesterolemia e lesGes aterosclerdticas, quando alimentados com dieta rica em
colesterol. A selecao do animal para esta pesquisa esta em acordo com o método de
selecéo de outros autores (ROSS; MINICK; ZILVERSMIT, 1978; ANDERSON, 1992;
BOCAN et al., 1993; FERRER et al., 2010). A explicacdo para esta concordancia pode
ser, porque o coelho, provavelmente, apresenta anatomia adequada a instalacédo da
hiperplasia e fisiopatologia aterosclerética em fase inicial semelhante ao ser humano.

O emprego de coelhos fémeas, nesta investigagao, foi devido a serem animais
doceis, de facil manipulacéo, além de poderem ser mantidos em dois animais numa
mesma gaiola. Como também, j& foi mostrado néo haver diferenca de intensidade de
hiperplasia e de aterosclerose entre coelhos machos e fémeas. Estas informacgdes sao
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 fémeas em seus estudos. A justificativa, para a selecao de
coelhos fémeas, nesta pesquisa, foi por comodidade de espaco no biotério onde foi
realizada a investigacao.

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 € rica em gorduras saturadas e proteinas animais, o que
causa mais les@es ateroscleréticas nas artérias de coelhos. Estes dados estdo em
concordancia com outras pesquisas (JALDIN et al., 2006; SANTOS, 2008;
NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012). A explicagéo para o uso da gema de ovo, poderia

ser devida a sua concentracdo elevada em gordura e colesterol e, principalmente, pelo



80

baixo custo e disponibilidade, além de poucos efeitos colaterais nos animais.
Diferente da gema de ovo, a aquisicdo do colesterol purificado ndo € tdo acessivel
guanto a gema do ovo, além do alto custo, o0 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
gue um grama (1 g) de colesterol, durante seu estudo.

A hiperplasia miointimal, nesta investigacao, foi instalada por lesdo endotelial
através de baldo expandido intraluminal, associada a dieta hipercolesterolémica pela
gema de ovo para aumentar a producdo de hiperplasia e aterosclerose. Este método
experimental empregado esta em acordo com outros estudos (BRASSELET et al.,
2008; NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012; TAKIGAWA et al., 2012), que utilizaram
modelos experimentais semelhantes, com instalacdo da aterosclerose pela via
alimentar, associada a lesdo mecénica endotelial por baldo. Esta associacdo poderia
ser justificada pela necessidade de maior producdo de células espumosas nas
camadas intima e média para aumento da resposta proliferativa das células
musculares lisas, semelhante a observada em artérias ateroscleréticas humanas.

Para a realizacdo da desnudacao endotelial pelo baldo, nesta pesquisa, foi
empregado, como acesso, a artéria femoral direita dos coelhos para a angioplastia na
artéria iliaca externa ipsilateral. Em concordancia com este estudo, métodos
semelhantes foram empregados (USUI et al.,, 1999; BRASSELET et al., 2008;
NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012). A justificativa para o0 emprego desta via de acesso
poderia ser pela facilidade de abordagem desta artéria, além do diametro adequado
para a passagem do baldo até o territorio da artéria iliaca externa direita, onde foi
realizada a angioplastia por balao.

Terminada a angioplastia, a hemostasia foi feita por ligadura da artéria femoral
superficial ipsilateral, com cuidado, para ndo ocluir a femoral comum, para evitar
fenbmenos isquémicos 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 explicacao para a ligadura da artéria femoral,
nesta investigacéao, foi devido a auséncia de material adequado para a reconstituicdo
arterial no centro cirdrgico, onde foi realizada a pesquisa.

O tratamento com o0 extrato etandlico das folhas da Moringa oleifera, neste
estudo, foi empregado, porque este extrato contém maior concentracdo de principios

ativos fenolicos antioxidante do que o extrato aquoso, segundo Siddhuraju e Becker,
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(2003). Desta forma, o extrato etandlico foi administrado aos coelhos desta pesquisa,
em dose Unica diaria. Estes dados concordam de modo semelhante com o método
empregado por Rolim (2012). A justificativa para a escolha do extrato etandlico, neste
estudo, além do conhecimento da maior concentragdo de principios ativos
antioxidante extraido pelo alcool etandlico, foi também pela maior disponibilidade e
facilidade de manuseio desse produto no laboratério bioquimico, onde foi realizada
esta investigacao.

Diferentemente desta pesquisa, que empregou a Moringa oleifera para inibir a
hiperplasia miointimal pelo periodo de 35 dias, outros estudiosos (MEHTA et al., 2003)
empregaram esse extrato pelo periodo de 120 dias, com o objetivo de reduzir a
dislipidemia. De modo semelhante Chumark et al. (2008), fizeram uso do extrato
aguoso das folhas da moringa em dose reduzida; 100 mg/kg de peso corporal pelo
periodo de 12 semanas. A diferenca de periodo 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 unica diaria pelo periodo de cinco
semanas. Este método estd em acordo com a pesquisa realizada por Tsai et al.
(2008), em que o cilostazol foi administrado na mesma dose diaria e pelo mesmo
periodo de tempo, em coelhos ateroscleréticos. 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 periodo, variando de 21 a 70 dias, com o objetivo de
obter o controle da hiperplasia miointimal e da aterosclerose, em coelhos
hipercolesterolémicos. As variagdes de doses medicamentosas e intervalos de tempo
diferentes, envolvidos naquelas pesquisas, poderiam ser explicadas pelo interesse
dos estudiosos em descobrir e solucionar as consequéncias 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,
apos as coloracdes hematoxilina/eosina para a visualizagdo das anormalidades na
parede arterial lesada pelo baldo e para determinacdo do indice miointimal pela
morfometria. Estes dados estdo 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 coloracdo Tricromo de

Masson para identificar colageno e suas anormalidades, além da coloracéo Verhoeff
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para identificar desestruturacéo e fragmentacdo ou perda de integridade de fibras
elasticas, ap0s angioplastia por baldo. Estas variacdes de cloracbes, empregadas nos
estudos, podem ser justificadas para facilitar a identificacdo de estruturas celulares e
aumentar o entendimento das anormalidades celulares nas doencas vasculares.
Neste estudo, também foi avaliada a presenca de reacdo imunoldgica nas
areas angioplastadas das artérias dos coelhos, pela imuno-histoquimica, através do
marcador C4d para identificar anticorpos na area da leséao arterial. Estes dados estéao
em concordancia com estudos prévios (NICKELEIT; MIHATSCH, 2003; FALEIROS,
2009; COHEN et al., 2012). Da mesma forma, foi investigada a invasdo da camada
intima vascular por células musculares lisas, pela presenca do marcador HHF35
monoclonal. Este € um marcador especifico para células musculares, mostrando a
presenca de anticorpos especificos contra muasculo liso na area lesada pela
angioplastia. Isto estd em consonancias com outros estudos (GOWN; TSUKADA,
ROSS, 1986; O'BRIEN et al.,, 1991). A justificativa para o emprego das coloractes
imuno-histoguimicas, neste estudo, seria para avaliar a capacidade de acéo de cada

droga empregada em reduzir as reagcdes imunoldgicas nas areas angioplastadas.
5.2 Discusséo dos resultados

Na variavel priméaria, a diferenca de média de hiperplasia miointimal foi
estatisticamente significante (p<0,0001) entre as médias dos grupos (Mo, Cz e SF),
guando avaliada pela analise de variancia ANOVA (one way) (Figura 6). Esta diferenca
mostrou melhor resposta ao tratamento pelo cilostazol, confirmada pelo teste Post Hoc
(comparacdes multiplas) — “Tukey”, conforme Figura 7. Este resultado esta 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 reducao da hiperplasia
intimal pelo emprego do cilostazol. Isto poderia ser explicado pela provavel melhoria
do fluxo sanguineo, resultante da acdo vasodilatadora do cilostazol e seu efeito anti-
inflamatdrio, em conjunto com a melhora da funcdo endotelial vascular e a inibicdo da
proliferac@o das células musculares lisas vasculares.

Por outro lado, ndo houve diferenga estatisticamente significativa de hiperplasia
miointimal entre os grupos tratados com a Moringa oleifera e o controle negativo, o
soro fisioldgico. Este resultado foi corroborado por estudo prévio (ROLIM, 2012), que

nao encontrou diferenca significativa entre os grupos tratados com moringa e soro
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fisiologico. Diferentemente desta pesquisa, em estudo recente, envolvendo ratos
diabéticos (KUMAR GUPTA et al.,, 2013) tratados com Moringa oleifera por 24
semanas, foi mostrado inibicdo do espessamento da membrana basal, quando
comparado com os ratos ndo diabéticos. Os resultados deste estudo poderiam ser
explicados pelo provavel periodo 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 principio ativo purificado, o cilostazol.

A reducédo da hiperplasia miointimal pelo tratamento com a Moringa oleifera em
coelhos, embora ndo tenha alcangado superioridade em nimeros absolutos sobre o
cilostazol, pelo provavel periodo de tempo reduzido de tratamento neste estudo,
também ndo houve inatividade sobre a hiperplasia. Houve sim, uma diferenca entre
os resultados, favoravel ao cilostazol, mostrando que novos rumos se abrem para a
pesquisa no campo das doencas cardiovasculares com os produtos da Moringa
oleifera. Isto pode ser possivel, uma vez que, estudos prévios (GHASI; NWOBODO;
OFILI, 1999; MEHTA et al., 2003; CHUMARK et al., 2008), evolvendo a Moringa
oleifera por periodos de tempo mais prolongados mostraram reducéo significativa da
placa aterosclerotica e do espessamento intimal em car6tidas de coelhos, alimentados
com dieta hipercolesterolémica, além de reducéo da dislipidemia.

Desse modo, a placa aterosclerética em carétidas de coelho foi reduzida em
86% e o colesterol sérico reduzido em 52%, em um estudo com duragdo de 12
semanas (CHUMARK et al., 2008), o que pode sugerir elevado potencial para prevenir
as doencas cardiovasculares. A diferenca de média de hiperplasia favoravel ao
cilostazol, neste estudo, talvez pudesse ser justificada por ser o cilostazol um principio
ativo purificado, em que foi comparado com um extrato bruto da moringa, ou talvez
pelo periodo de tempo reduzido deste estudo, para os principios desta planta
produzirem os efeitos desejados, sugerindo novos estudos com periodo mais
prolongado para a confirmacao da hipotese, desta investigacao.

Nas variaveis secundarias, a avaliacdo da espessura da parede miointimal,
entre os grupos estudados, mostrou maior reducédo de parede miointimal no grupo
cilostazol, quando comparado com 0s grupos moringa e soro fisiolégico, 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 reducéo de hiperplasia intimal e
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da espessura de parede no grupo tratado com cilostazol, em comparag&o com o grupo
controle. Assim, este estudo reproduziu o efeito do cilostazol semelhante aqueles
estudos citados. Isto poderia ser explicado pela acéo vasodilatadora e provavel efeito
antiproliferativo do cilostazol sobres as células musculares lisas.

Por outro lado, foi mostrado que a Moringa oleifera empregada pelo periodo de
12 semanas reduziu em 86% a espessura da placa aterosclerética em carotida de
coelhos com aterosclerose (CHUMARK et al., 2008). Talvez por falta de tempo de
tratamento adequado para a acdo da Moringa oleifera, neste estudo, tenha sido a
causa principal do resultado obtido, uma vez que, o estudo referido, realizado em 12
semanas, mostrou reducao importante da placa aterosclerética.

Quando avaliada a diferenca de médias de HDL, por analise de variancia
ANOVA (two-way), segundo os grupos (Mo, Cz e SF) apresentou diferenca
estatisticamente significante: (p>0,0044) (Figura 21), no grupo tratado com Moringa
oleifera. Isto foi confirmado pelo teste “Tukey” de multiplas variancias, 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 doencas cardiovasculares pelos derivados desta
planta.

Por outro lado, as diferencas de médias de colesterol total, triglicerideos, LDL
e VLDL, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes (p>0) entre os
grupos, quando os coelhos foram tratados pela Moringa oleifera. Estes resultados
concordam com estudo anterior (ROLIM, 2012), que nao encontrou diferenca
significante no perfil lipidico 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 reduc¢ao significante de
colesterol total, triglicerideos, LDL e aumento do HDL em coelhos
hipercolesterolémicos, tratados com Moringa oleifera. A explicacdo, para 0s
resultados deste estudo, poderia ser pela auséncia da dieta hipercolesterolémica
durante o tratamento. Isto foi corroborado por Mehta et al. (2003), quando mostraram
gue a Moringa oleifera empregada em coelhos com dieta normal; sem acréscimo de
colesterol, reduziu o HDL sérico. Assim, provavelmente, haveria diferenca entre os
grupos pela atuacdo da moringa ou cilostazol sobre estes componentes do

lipidograma, na presenca da dieta hipercolesterolémica.
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Quando avaliada a diferenca de média de colesterol total nos grupos (Mo, Cz e
SF) por analise de variancia, ANOVA (two way), foi observada diferenca
estatisticamente significante (p=0,0043), visto na Figura: 19. O teste Post Hoc de
“Tukey” confirmou essas diferencas, conforme a Figura 20, mostrando resposta
favoravel ao tratamento com o cilostazol. Estes resultados estdo em acordo com os
achados (ITO et al.,2012) em coelhos hipercolesterolémicos, tratados com cilostazol,
guando reduziu o colesterol significantemente (p<0,05) e em pacientes com
aterosclerose cerebral, espessamento intimal carotideos e isquemia cerebral, tratados
com cilostazol, mostrando reducéo significante do colesterol (GENG et al., 2012; KIM
et al., 2012; KIM et al., 2014). Esta acao do cilostazol poderia ser justificada pela
provavel melhora do metabolismo dos lipideos.

Quando avaliada as diferencas de médias de triglicerideo, LDL e de VLDL nos
grupos (Mo, Cz e SF) por analise de variancia, ANOVA (two way), ndo foram
observadas diferenca estatisticamente significante do triglicerideo (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 diferencas, conforme as Figuras: 18, 24
e 26, respectivamente. Estes resultados estdo em desacordo com os achados de Ito
et al. (2012) em coelhos hipercolesterolémicos e Geng et al. (2012) em pacientes com
espessamento intimal carotidea, tratados com cilostazol, quando foi observada
reducdo significantemente o triglicerideo (p<0,05), aléem da reducado significante de
LDL (KIM et al., 2014). Os resultados obtidos neste estudo, poderiam ser justificados
pela auséncia de dieta aterogénica durante o tratamento dos coelhos com as drogas.

A avaliacao histologica e morfométrica pelo auxilio da coloracao 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 reducéo de
espessura no grupo cilostazol, conforme Tabela 2. Estes dados concordam com o0s
resultados de pesquisas prévias (CORTELEKOGLU et al., 2006; PAPADOPULOS et
al., 2007), que utilizaram método semelhante para compara¢ao dos grupos estudados,
mostrando maior reducdo de hiperplasia nos grupos tratados com os farmacos
comparados com 0s grupos controles. Estes resultados poderiam ser justificados pela
acdo efetiva dos farmacos empregados, mostrando superioridade sobre os outros
grupos na redugao da hiperplasia.

Na avaliacdo imuno-histoquimica, foi observada reagcédo imunoldgica nas areas

das lesdes arteriais pelo baldo de angioplastia. Esta resposta dos anticorpos foi
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evidenciada pelo marcador C4d, de coloracdo acastanhada, em todos 0s grupos,
conforme a Figura 14. Porém, quando avaliados por analise de variancia ANOVA (one
way), ndo houve diferenca estatisticamente 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 diferenca estatisticamente significante entre os grupos tratados
e os controles. Estes resultados poderiam ser justificados pela dificuldade de
interpretacdo dos padrfes de coloragdo pela sensibilidade relativamente baixa do
marcador C4d nas areas de lesdo, 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 farmaco usado nos grupos
tratados em comparagao com os nao tratados, conforme Cohen et al. (2012).

Da mesma forma, o marcador especifico para musculo; HHF35 monoclonal
esteve presente em todos os grupos, mostrado nas Figuras: 15 e 16, com invasao da
camada intima por células musculares lisas na maioria dos grupos, conforme a Figura
15. Porém, quando avaliados por analise de variancia ANOVA (one way), ndo houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,1975) entre os grupos, mostrado na
Figura 29 e confirmado pelo teste “Tukey”, na Figura 30. Os dados desta investigagao
concordam com estudos prévios (ASADA et al., 1996; GUZELOGLU et al., 2011;
GUZELOGLU et al., 2012), que encontraram invasdo da camada intima por células
musculares lisas. Porém, discordam dos estudos apresentados, que mostraram que
os farmacos empregados reduziram a frequéncia de células musculares lisas na
intima estatisticamente significante, quando comparado com o grupo controle. Os
resultados, deste estudo, poderiam ser justificados pela provavel reducéo de efeito
dos farmacos 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 histoldgicas, ndo houve um padrao
uniforme de hiperplasia nas artérias, onde foi realizada a angioplastia, apresentando
distribuicdo de hiperplasia em diferentes niveis nas camadas. Na camada intima,
mostrada nas Figuras: 8, 10, 13, 14, 15 e 16. Na média, a hiperplasia é visualizada na
Figura 11. Em outras laminas, a hiperplasia envolve as duas camadas juntas,
mostradas nas Figuras: 9, 12 e 13, distribuidas de forma focal na circunferéncia da

parede arterial. Diferente desta pesquisa, outros estudos (USUI et al., 1999;
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CORTELEKOGLU et al.,, 2006) mostraram hiperplasia concéntrica, em toda a
circunferéncia do vaso. Os resultados, deste estudo, poderiam ser explicados por
provavel periodo de tempo de tratamento reduzido entre a angioplastia e a eutanasia
dos coelhos, conforme sugerido por Asada et al. (1996).

5.3 Implicacdes para a pratica clinica

A dosagem e o tempo reduzidos de tratamento clinico da hiperplasia miointimal
pela Moringa Oleifera, neste estudo, podem ter sido os responsaveis pelos resultados
obtidos em numeros absolutos. Portanto, novas pesquisas, com o0 extrato desta
planta, sdo necessarias; com doses variadas em periodo de tempo mais prolongado
para confirmar a verdadeira eficacia esperada da Moringa oleifera sobre a hiperplasia
miointimal e as doencas cardiovasculares.

Levando-se em consideracao que foi empregado um extrato bruto das folhas
da Moringa oleifera no tratamento da hiperplasia miointimal, comparado com um
farmaco purificado; o cilostazol, que € um principio ativo, entdo, ndo houve inatividade
da Moringa oleifera sobre a hiperplasia. Houve sim, uma diferenca na reducédo de
espessura da parede miointimal, favoravel ao cilostazol, o que deve ser investigada,
cuidadosamente, por estudos bem controlados, para melhor conhecimento do efeito

da Moringa oleifera sobre a hiperplasia miointimal.

54 Implicacdes para a pesquisa

A Moringa oleifera na dose empregada, neste estudo, para o tratamento da
hiperplasia miointimal e o periodo de tempo reduzido mostraram que outras
pesquisas, em animais de experimentacdo, deverdo 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 ja empregada e, em periodos 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, poderéo alcancar sucesso na inibigdo da hiperplasia miointimal e controle das

doencgas cardiovasculares.
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6 CONCLUSOES

A diferenca de média de hiperplasia miointimal na artéria iliaca de coelhos com
aterosclerose, tratados com Moringa oleifera, comparada com cilostazol, apresentou
maior reducao no grupo tratado com cilostazol.

A hiperplasia miointimal apresentou maior reducdo 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)

Repoblica Federativa do Beasil
Jiemuaica Federsiva d0Beasl () 90g3)
# ta Comerca: Extanor
Imibtuts Maconal da Prognssate indusiral

(54) Titulo: INJETOR MANUAL COM CANULA
MALEAVEL PARA GAVAGEM DE LIQUIDOS E
PASTOSOS A COELHOS EM PESQUISA DE
LABORATORIO

(73) Titular{es): Francizeo Chavier Vieira Bandeira, Rafael
Mobrega Bandeira

(72) Inventor(es): Francisco Chavier Vieira Bandeira, Rafael
Mobrega Bandeira

enenmanzorssesve  NMNIIHINIIN]

{22) Data de Depésito: 10/07/2012 {51) Int.CL:
(43) Data da Publicacdo: 20/05/2014 AG1M 3/00

(57) Resumo: INJETOR MAMUAL GOM CANULA MALEAVEL
PARA GAVAGEM DE LIQUIDOS E PASTDSOS A COELHOS EM
PESQUISA DE LABORATORIQ. O registre do dispositve para
adminisiragao de drogas liquidas ou pastosas por gavagem a coslhos
em pesquisa de laboratério. Caracteriza-se por um cillindro reto, de
forma geométrica de um cone relo com duas empunhaduras em andis
na extremidade proxmal @ um bico ejetor na exiremidace distal. Um
émbolo cilindrico reta com uma empunhadura em anel na extremidade
distal para vedagdo e imulsdo do conteddo denire do cilindro por
manipulagéo manual. E ainda uma canula de silicone com uma lamina
de aco trancada no terca proximal & m aledvel nos dois tercos distais,
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ANEXO B — Protocolo n° 0512/09 do Comité de Etica em Pesquisa do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal
da Paraiba

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
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Departamento/Setor: LTF

Ref.: A diferenca de frequéncia de hiperplasia intimal pos-anglesplatia na arténa
diaca de coelhos com alerosclerose experimental tratados com extrato aquoso das
folhas da Moringa oleifera comparados acs tratados com sinvastatina,

O Comité de Etica em Pesquisa Animal do Laboratdrio de Tecnologia
Fammacéutica da Universidade Federal da Paraiba, em reunido, ANALISOU e
APROVOU a execucdo do projeto acima,

Atencicsamente,
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ANEXO C - Protocolo n. 64-A do Comité em Pesquisa da Universidade

de Ciéncias da Saude de Alagoas - UNCISAL

UNIVEASIDADE ESTADUSL OF SENCIAS DA SALDE DS ALMIONS - UNCISAL
Trarekonmesds pess o™ £660 the 25 o dhadeeribog de 2006
Lamxs Gascador Lanecha Fita
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CERUNCISAL
Rin Jone da Liva 113, Trapiche e Bame,
Cop 570308 - Magsas- AL

Protacolo N° 64-A

Titulo: “A diferanga de ¥eqgdéncia de hiparplasia inimd pds-angionastia na ertérla illaca de coahas com Sterpedernsa
expermental atadas com exlrale aguose 0 folhas de Mornga cleilera comparados acs raladas oo sevaslasing”
Pesquisador Responsdvel; Francisco Chavie Vivira Bandoira

Macen, U5 ge abrl de 2010

Sr"). Pesquisadon(a),

Canforme celiberagao em plenana ordindnia do CEPUNCISAL coormda ne 4 310310 foi de consense 2
Aprovagio ¢o relocoio n° 64-A, mitdulado; “A dferenca de fequénoa de hiperplass nimal pas-engopasia na ariana diace
do coalhas com alaroscleross expenmental traiados com axirato aquoso das lohas o2 Mornga olalars comperagos 308 ralados
com sinvastaing”, podendo a pesquisa ser incada

Nesta oporiunidade, lembramos que o pesquisador tem o dever de durante a execucdo do experments,
marker 0 CEP Informado através do amvo a cada sais mases, de relatono corsubstanciado acerca da pasquisa, sau
desenvolimento, bem como qualquer alteragdo, protlema ou intermupgac da mesma,

Aterciosamente,

~. S
GRAO!L’AﬂRk NCAR DO NASCIMENTO
, Yir do CEP

cep-uncisaliedbotmail.com - tel; ($2) 3315-6787 .
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ANEXO D — Termo de responsabilidade e compromisso do pesquisador
responsavel

Eu, Francisco Chavier Vieira Bandeira, pesquisador responsavel pelo projeto
“A diferenga de média de hiperplasia miointimal pés-angioplastia na artéria iliaca de
coelhos com aterosclerose induzida tratados com extrato etanolico das folhas da
Moringa oleifera comparados com cilostazol”, declaro estar ciente e que cumprirei os
termos da Resolucao 196 de 09/10/96 do Conselho Nacional de Saude do Ministério
da Saude e declaro:

1. Assumir o compromisso de zelar pela privacidade e sigilo das informacdes;

2. Tornar os resultados desta pesquisa publica seja eles favoraveis ou nao; e

3. Comunicar ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de
Ciéncias da Saude de Alagoas (UNCISAL) sobre qualquer alteracdo no projeto de
pesquisa, nos relatérios semestrais ou por meio de comunicacdo protocolada, que

me forem solicitadas.

Maceid, 21 de fevereiro de 2010.



101

ANEXO E - Termo de responsabilidade do orientador
Eu, Guilherme Benjamin Branddo Pitta, orientador do pesquisador Francisco
Chavier Vieira Bandeira do projeto “A diferenca de média de hiperplasia miointimal
pds-angioplastia na artéria iliaca de coelhos com aterosclerose induzida tratados com
extrato etandlico das folhas da Moringa oleifera comparado com cilostazol” declaro

estar ciente e que cumprirei os termos da Resolucdo 196 de 09/10/96 do Conselho

Nacional de Saude do Ministério da Saude.

Maceid, 21 de fevereiro de 2010.

Uy A 7%/‘%/&, -

Orientador
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ANEXO F — Termo de responsabilidade do biotério

Eu, José Crispim Duarte, responsavel pelo biotério do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica (LTF) da Universidade Federal da Paraiba, Campus I,
declaro estar ciente das normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal -
COBEA, em 1991, sobre os Principios Eticos na Experimentacdo Animal e que o
nosso biotério tem condi¢des de aceitar a realizagdo do projeto de pesquisa “A
diferenca de média de hiperplasia miointimal apds angioplastia na artéria iliaca de
coelhos com aterosclerose induzida tratados com extrato etanolico das folhas da

moringa oleifera comparado com cilostazol”..

Jodo Pessoa — PB, 20 de marco de 2010

/
4/ Jose Crispim Duarte

Bioterio / LTF / UFPB

-
¢ O
)‘) Mat. 330609
e T

Responsavel pelo Biotério do LTF/UFPB

Mat. 330609
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ANEXO G - Termo de responsabilidade da instituicéo:

O LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA ap6s aprovagédo dos

comités de éticas em pesquisa animal aprovou a execugao desta pesquisa.

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
E LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA

CERTIDACO

Joao Pessoa, 18 de janeira de 2009
CEPA N 0512049

limo(a). Sriaj.

Pesquisaderes: Prof. Guilherma Senjamin Brand3do Pitta Doutoranda  Francisoo
Chawver Vieira Bandera

Dopartamente/Setor. LTF

Ref.: A oferenca de freqléncia de hiperplasia inlimal pés-anglosplata na anera
illaca de cocinos com aterosclercse experimental tratados com exirato aquoso das
foinas da Monnge olsifers comparados acs iralados com sinvastatina.

O Cecmite de Efica em Pesguisa Animal do lLaboratdrio de Tecnologa
Farmacéulica da Universidade Federal da Paralba, em reuniao, ANALISOU e
APROVOU a exacugao dc projato acma.

Atencinsaments,

/ PO
{ |" '7__-_/ )
_,W/Lz \,X{Od/i.(. 4 ’"}’)ﬂa#{a/u--n/lﬂ?/ﬂ

Profa. Dva. Sandra Rod as Mascarerhas

“" Presidents do Comité d= Etica em Pesquisa Animal do LTH/UFPE

LABORATORID DE TECNCLOG A FARMACEUTICA « LEPR « CADA PUETAL WM e CEF S0 40
040 PEESOA « PARAEN « ERASIL « FAX (TR 200-THE - 31067211
FONE MY 2167175 - 2T5-712% » Mo Pagel M waairalzd b




ANEXO H - Formulario de Coleta de dados

A - IDENTIFICACAO DO PESO DOS ANIMAIS POR SEMANA

104

Peso (g)/Data

Tratamento | Coelho
Dat

al Data 2

Data 3 Data 4

Data 5

Moringa

Oleifera

Cilostazol

Soro

Fisioldgico

B - ANGIOPLASTIA FEMORAL DIREITA

Data da cirurgia:

Eventos:
1. Isquemia do membro

2. Perda do membro

3. Fistula arteriovenosa

4. Hematoma ou equimose ____
5. Infeccao

( )Sim
( )Sim
() Sim

() Sim

6. Hemorragia
7. Morte

( )Sim

(
(
(
( )sim (
(
(
( )sim (

C - NiVEIS LIPIDICOS:

) Nao
) Nao
) Nao
) N&ao
) Nao
) Nao
) Nao

Coelho:

data:

data:

data:

data:

data:

data:

data:

Coelho Tratamento

Niveis Lipidicos

Data

Data da cirurgia

Data da eutanasia

HDL

LDL

VLDL

Colesterol Total

Triglicerideo

D - ACHADOS HISTOLOGICOS
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Coelho:

Histologia

1. Ocluséo do vaso por placa ( )Sim ( ) Nao data:
2. Diminuicao da placa ( )Sim ( ) Nao data:
3. Trombose ( )Sim ( ) Nao data:
4. Aumento da Placa ( )Sim ( ) Nao data:
5. Hiperplasia intimal ( )Sim ( ) Nao data:
6. Espessura da placa ( )Sim ( ) Nao data:
7. Células espumosas ( )Sim ( ) Nao data:




ANEXO | — Execucéo laboratorial do Lipidograma
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A execucdo dos Triglicerideo, Colesterol Total, HDL, LDL e VLDL foram

TRIGLICERIDES Liquiform

Instrucoes de Uso

Finalidade . Sistema enzimatico para determinagao dos triglicérides
por reacao de ponto final em amostras de soro ou plasma (EDTA).

[Somente para uso diagndstico in vitro.]

Principio™ . 0s triglicérides séo determinados de acordo com as
seguintes reacoes:

Lipoproteina .
Triglicérides —— Glicerol + Acidos Graxos
Lipase

Glicerolquinase
Glicerol + ATP ——— > Glicerol-3-Fosfato + ADP
Mg +2

Glicerol-3-Fosfato
Glicerol-3-Fosfato + 0, ——— > Dihidroxiacetona + H,0,
Oxidase

Peroxidase
2 H,0, + 4 Aminoantipirina + 4-Clorofenol —% Quinoneimina+ 4 H,0

A lipoproteina lipase promove a hidrolise dos triglicérides liberando
glicerol, que é convertido, pela acdo da glicerolquinase, em glicerol-3-
fosfato. Este é oxidado a dihidroxiacetona e peréxido de hidrogénio na
presenca da glicerolfosfato oxidase. Em seguida, ocorre uma reagao de
acoplamento entre peroxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e
4-clorofenol, catalisada pela peroxidase, produzindo uma quinoneimina
que tem maximo de absorbanciaem 505 nm.

A intensidade da cor vermelha formada é diretamente proporcional a
concentragao dos triglicérides na amostra.

Caracteristicas do sistema . Triglicérides Liquiform utiliza
metodologia colorimétrica enzimatica que confere boa reprodutibilidade e
grande especificidade ao sistema.

0 reagente € disponibilizado sob a forma liquida, facilitando assim sua
aplicacao e eliminando a possibilidade de se introduzir erros durante as
preparacoes de regentes.

A necessidade de se repetir o teste em amostras de valores elevados é
minimizada pela grande linearidade do sistema que se estende até
1100 mg/dL.

Os dados de repetitividade e reprodutibilidade obtidos com o sistema
Triglicérides Liquiform demonstram que o método é capaz de fornecer
resultados que superam as metas de desempenho para as medidas dos
triglicérides estabelecidas pelo National Cholesterol Education Program
(NCEP). A comparacdo entre as imprecises encontradas na
repetitividade e na reprodutibilidade demonstra que o sistema de medicao
é bastante robusto nas regides de concentragdes significativas para uso
clinico, indicando que tem um desempenho muito estavel no dia a dia.
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realizados pelo método de calorimetria do Kit LABTEST exposto a seguir:

Ref.: 87

MS 10009010070 ’

0 sistema € facilmente aplicavel a analisadores automaticos e semi-
automaticos capazes de medir com exatidao a absorbanciaem 505 nm.

Metodologia . Enzimético-Trinder".

Reagentes:

1. - Reagente 1 - Armazenar entre 2 - 8 °C.

Contém tampao 50 mmol/L, pH 7,0; jons magnésio 4 mmol/L;
4-clorofenol 2,70 mmol/L; 4-aminoantipirina 300 wmol/L; ATP
1,8 mmol/L; lipoproteina lipase =1400 U/L; glicerolquinase =1000 U/L;
glicerolfosfato oxidase =1500 U/L; peroxidase =900 U/L e azida sddica
0,095%.

Para preservar o desempenho, o reagente deve permanecer fora da
geladeira somente 0 tempo necessario para se obter o volume a ser
utilizado. Evitar exposicao a luz solar direta. 0 reagente apresenta uma
tonalidade amarelada.

2. - Padrao - Armazenar entre 2 - 30 °C.
Contém triglicérides 200 mg/dL e azida sddica 0,045%.
Ap6s o manuseio armazenar bem vedado para evitar evaporagao.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condicoes
indicadas, s@o estaveis até a data de expiragao impressa no rétulo.
Durante 0 manuseio, 0s reagentes estdo sujeitos a contaminagoes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar redugao do tempo de
estabilidade.

Precaucoes e cuidados especiais

Para preservar o desempenho, 0s reagentes devem permanecer fora da
geladeira somente 0 tempo necessario para se obter o volume a ser
utilizado. Evitar exposicao a luz solar direta.

Nao utilizar o Reagente 1 quando sua absorbancia medida contra dgua em
505 nm for igual ou maior que 0,300 ou quando mostrar-se turvo ou com
sinais de contaminagdo. O reagente apresenta uma tonalidade
amarelada.

Os cuidados habituais de seguranga devem ser aplicados na
manipulagéo dos reagentes.

0Os reagentes contém azida sddica que é toxica. Deve-se tomar cuidado
para evitar a ingestao e no caso de contato com os olhos deve-se lavar
imediatamente com grande quantidade de é&gua e procurar auxilio
médico.

A azida pode formar compostos altamente explosivos com tubulagdes de
chumbo e cobre. Utilizar grandes volumes de dgua para descartar os
reagentes.

Labtest g9



Material necessario e nao fornecido

1. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

2. Fotometro capaz de medir com exatiddo a absorbancia entre 490 e
520nm.

3. Pipetas para medir amostras e reagente.

4. Cronometro.

Influéncias pré-analiticas®® . Como a concentragio de
triglicérides € influenciada por habitos dietéticos recentes, como
consumo de alcool e por variagoes do peso corporal e exercicio fisico, 0s
valores dos triglicérides em um mesmo individuo séo bastante variaveis.
Os dados obtidos dentro de um més, usando um método com CV
analitico de 3,0%, mostraram que a variagao biologica pode ser maior que
90% da variacéo intra-individual total. Mesmo nos estados de jejum,
ocorre consideravel variacao bioldgica, podendo mostrar diferencas de
21% em medicoes repetidas no mesmo individuo.

Na auséncia de jejum a concentracdo plasmética dos triglicérides
modifica-se consideravelmente no mesmo individuo apresentando
diferencas de até 1000%.

Amostras colhidas com heparina podem fornecer resultados falsamente
diminuidos.

Obter a amostra com o paciente assentado. O torniquete nao deve ser
mantido por tempo maior que um minuto. Liberar o torniquete antes de
aspirar 0 sangue.

A contaminagdo do material utilizado ou da amostra com glicerol fornece
valores falsamente elevados. Assim, os resultados obtidos em pacientes
recebendo alimentacdo parenteral devem ser interpretados com cautela
porque esta alimentacao contém elevados teores de glicerol.

Niveis elevados de acido ascorbico (vitamina C) produzem interferéncias
negativas por competi¢cao com o cromogénio na reagao da peroxidase.
Se houver suspeita da presenca de &cido ascorbico, deixar o soro em
repouso durante 90 minutos antes de iniciar a dosagem para evitar
resultados de triglicérides falsamente diminuidos. Este procedimento
minimiza os valores de dcido ascorbico, podendo nao ser eficiente caso a
concentracdo deste esteja elevada na amostra.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrao (POP) que
estabeleca procedimentos adequados para colheita, preparacao e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos a amostra
podem ser muito maiores que 0s erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

Aamostra de sangue deve ser obtida apos jejum de 12-14 horas. Deve-se
enfatizar ao paciente a necessidade do jejum no tempo recomendado. A
falta de padronizacdo nas colheitas das amostras para a dosagem dos
triglicérides tem gerado enormes conflitos entre pacientes, médicos
clinicos e os laboratorios, porque, em muitos casos, nao se toma o
cuidado de enfatizar aos pacientes a necessidade do jejum de 12-14
horas antes da colheita da amostra.
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Usar soro ou plasma com EDTA. O analito ¢ estavel por dois dias entre 2 -
8 °C. 0 armazenamento prolongado da amostra nao é recomendado. 0s
triglicérides podem ser hidrolisados, liberando glicerol, o que leva a
obtencao de resultados falsamente diminuidos quando o ensaio utiliza
branco para eliminar ainterferéncia do glicerol livre.

A heparina promove a ativagao in vivo ou in vitro da lipoproteina lipase,
fazendo com que a concentragdo dos ftriglicérides se reduza
gradativamente em amostras contendo heparina. Este fendmeno ocorre
também em amostras de soro obtidas em pacientes recebendo doses
terapéuticas de heparina.

Estas orientacoes para obtengdo e conservacao da amostra estao
padronizadas segundo as recomendagoes do NCEP®.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
ndo transmitem infecgoes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, ao manusea-las, deve-se seguir as
normas estabelecidas para Biosseguranca.

Para descartar os reagentes e o material bioldgico, sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protecdo ambiental.

Interferéncias

Valores de Bilirrubina até 10 mg/dL e Hemoglobina até 200 mg/dL ndo
produzem interferéncias significativas. Valores de bilirrubina maiores que
10 mg/dL produzem resultados falsamente diminuidos.

Devido ao rapido consumo do oxigénio do meio, pode-se obter resultados
de triglicérides normais em amostras fortemente lipmicas (triglicérides
superior a 2000 mg/dL). Deste modo, deve-se diluir essas amostras 1:10
(1 parte de amostra e 9 partes de NaCl 150 mmol/L), antes da realizagdo
doteste”.

Para avaliar a concentracao aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: Diluir 0,05 mL
da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbéncia em 405 ou 415 nm, acertando o zero com dgua deionizada
ou destilada.

Hemoglobina (mg/dL) = Absorbancia,, x 601
Hemoglobina (mg/dL) = Absorbancia,; x 467

Separar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao
Amostra 0,01 mL
Padrao 0,01 mL
Reagente 1 1,0mL 1,0 mL 1,0mL

Misturar e colocar em banho maria a 37 °C durante 10 minutos. O nivel da
agua no banho deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de
ensaio. Determinar as absorbéancias do teste e padrao em 505 nm ou filtro
verde (490 a 520), acertando o zero com o branco. A cor é estavel 60
minutos.

Labtest g9
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0 procedimento sugerido para a medigéo é adequado para fotémetros
cujo volume minimo de solugdo para leitura é igual ou menor que 1,0 mL.
Deve ser feita uma verificacdo da necessidade de ajuste do volume para o
fotometro utilizado. Os volumes de amostra e reagente podem ser
modificados proporcionalmente, sem prejuizo para o desempenho do
teste, mantendo-se inalterado o procedimento de célculo. Em caso de
reducéo dos volumes, é fundamental que se observe o volume minimo
necessario para a leitura fotométrica. Volumes de amostra menores que
0,01 mL s&o criticos em aplicagdes manuais e devem ser usados com
cautela porque aumentam aimprecisdo da medicao.

Calculos . Verlinearidade
Absorbéncia do Teste

Triglicérides (mg/dL) = —————  — x200
Absorbancia do Padrao

Exemplo:

Absorbancia do Teste = 0,174
Absorbancia do Padrao = 0,244

0,174

Triglicérides (mg/dL) = x200 =143

0,244

Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a
metodologia, pode-se utilizar o método do fator.

200
Fator de Calibragdo = —8 M
Absorbéncia do Padrao

Triglicérides (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator
Exemplo:
200

=820
0,244

Fator =

Triglicérides (mg/dL) = 0,174x820 = 143

Calibragao . 0 padréo 6 rastreavel ao Standard Reference Material
(SRM) 1951 do National Institute of Standards and Technology (NIST).

Calibragdes manuais
Obter o fator de calibragéo ao usar novo lote de reagentes e quando o
controle interno da qualidade indicar.

Sistemas automaticos

Branco de reagentes: dgua ou solugdo de cloreto de sddio 150 mmol/L
(0,85%);

Usar calibrador da linha Calibra - Labtest. A concentracao de Triglicérides
no calibrador é rastreavel a0 SRM 1951 do NIST.

Frequéncia de calibragdes

Calibracao de 2 pontos ao mudar de lote;
Calibracdo de 2 pontos quando o controle interno da qualidade indicar.
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0 resultado da medicdo é linear até 1100 mg/dL. Para valores maiores,
diluir a amostra com NaCl 150 mmol/L (0,85%), realizar nova medicdo e
multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluigao.

Controle interno da qualidade . 0 laboratcrio deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente os
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificagoes da qualidade e limites de controle, acdes corretivas e
registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para
avaliar a imprecisdo e/ou desvios da calibragdo. Sugere-se procurar
atender como limites méximos de controle as especificagées propostas
pelo NCEP" para coeficiente de variagao <5,0%, erro sistematico (bias)
<5,0%eerrototal <15,0%".

Sugere-se utilizar as preparagoes estabilizadas da linha Qualitrol - Labtest
para controle interno da qualidade em ensaios de quimica clinica.

Valores desejaveis ou recomendados . Sio valores que
substituem os valores de referéncia. Foram determinados a partir de
dados epidemiologicos tratados estatisticamente e estabelecem a
concentragdo de triglicérides como fator de risco independente para
doenga coronarianaisquémica'.

Triglicérides (mg/dL)

Desejavel <150
Limiar Alto 150 - 199
Elevado 200 - 499
Muito Elevado >500

Valores desejaveis ou recomendados pediatricos™

Triglicérides (mg/dL)

<10 anos 10a19anos
Desejavel <100 <130
Elevado >100 >130

Conversao: Unidades Convencionais (mg/dL) x 0,0113 = Unidades SI
(mmol/L).

Caracteristicas do desempenho”

Estudos de recuperagao . A recuperagdo foi obtida utilizando
diluicoes de amostras com valores elevados de ftriglicérides. As
recuperacbes variaram entre 100 e 102%. O erro sistematico
proporcional médio obtido em um valor de 200 mg/dL & igual a 4 mg/dL
ou2%.

Comparagao de métodos . 0 método proposto foi comparado
com um método similar utilizando 40 amostras de soro com valores
situados entre 38 e 652 mg/dL medidas em duplicata. A comparagao
resultou na equagao da regressao: y = 1,035x - 1,4 e um coeficiente de
correlagdo (r) igual a 0,998. O erro sistematico total (constante e
proporcional) verificado no nivel de decisdo (200 mg/dL) é igual a
7,0mg/dL ou 3,5%. O erro total no mesmo nivel de decisao é 5,0%.
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Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de
ambulatério e pacientes hospitalizados, pode-se inferir que 0 método tem
uma especificidade metodoldgica adequada e atende aos requisitos
especificados pelo NCEP®.

Estudos de precisao . s estudos de preciséo foram realizados no
sistema Labtest/Labmax 240°, utilizando amostras com concentragoes
iguaisa151,197 e412mg/dL.

Repetitividade - Impreciséo intra-ensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 80 151 1,59 1,06
Amostra 2 80 197 2,59 1,31
Amostra 3 80 412 4,30 1,04

Reprodutibilidade - Imprecisao total

N Média DP CV (%)
Amostra 1 80 151 2,89 1,92
Amostra 2 80 197 3,80 1,93
Amostra 3 80 412 6,58 1,60

Sensibilidade metodoldgica . Limite de deteccao: 3 mg/dL.
Equivale a 3 desvios padrdo (DP) obtido a partir do resultado de 20
medicbes de uma amostra com concentragéo de triglicérides igual a
70mg/dL.

Utilizando-se a absorbancia do padrdo como parametro, verificou-se que
o limite de detec¢ao fotométrica é de 0,82 mg/dL, correspondendo a uma
absorbanciaiguala0,001.

Efeitos da diluicao da matriz . Duas amostras com valores
iguais a 977 e 1051 mg/dL foram utilizadas para avaliar a resposta do
sistema nas diluicoes da matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando
fatores de diluico que variaram de 2 a 8 encontraram-se recuperagoes
entre 100 e 102%.

Significado clinico . Recentes meta-andlises de estudos
prospectivos indicam que os triglicérides elevados sao também um fator
de risco independente para doenga coronariana isquémica (DCI). Fatores
que contribuem para valores elevados de triglicérides na populagéo em
geral incluem obesidade e sobrepeso, inatividade fisica, tabagismo,
consumo excessivo de alcool e dietas com elevado conteido de
carboidratos.

Os achados de que valores triglicérides elevados representam um fator de
risco independente para DCI sugerem que algumas lipoproteinas ricas em
triglicérides sejam aterogénicas, principalmente, as VLDL parcialmente
degradadas, comumente chamadas lipoproteinas remanescentes.

Na prética clinica, o colesterol VLDL (Triglicérides + 5) é a mais simples
medida das lipoproteinas aterogénicas remanescentes. Assim, 0
colesterol VLDL pode sertambém um alvo da terapéutica para redugéo do
colesterol. O Adult Treatment Panel (ATP) Il proposto pelo NCEP identifica
a soma dos valores de colesterol LDL+VLDL [Colesterol nao HDL
(colesterol total - colesterol HDL)] como alvo secundério da terapéutica
em pessoas com triglicérides elevados (=200 mg/dL).
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A meta para o colesterol ndo HDL, em pessoas com valores elevados de
triglicérides, pode ser estabelecida como sendo o valor do colesterol LDL
mais 30 mg/dL (VLDL), com base na premissa de que valores de
colesterol VLDL menores que 30 mg/dL séo considerados desejaveis”.

Sao causas de elevagao dos triglicérides as vérias doengas de lipides
chamadas hiperlipidemias ou hiperlipoproteinemias. Nestas, sejam de
causa primdria ou secundaria, ocorre elevagao dos triglicérides nos tipos
1,1Ib, 1l IVeV.

As hiperlipidemias ocorrem secundariamente no diabetes, pancreatite,
doenga do armazenamento de glicogénio, sindrome nefrética,
insuficiéncia renal cronica, hipotireoidismo, gravidez e mieloma mdltiplo.

Véarias mulheres em uso de estrogenos ou contraceptivos orais
apresentam aumento nas concentragoes de triglicérides. A
hipertrigliceridemia também encontra-se associada ao uso de
bloqueadores beta-adrenérgicos, corticosterdides, diuréticos tiazidicos e
retindides.

Observagdes

1. A limpeza e secagem adequadas do material utilizado sao fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtengao de resultados
corretos.

2. A 4gua utilizada no laboratorio deve ter a qualidade adequada a cada
aplicacao. Assim, para preparar reagentes e usar nas medigoes, deve ter
resistividade =1 megaohm ou condutividade <1 microsiemens e
concentragéo de silicatos <0,1 mg/L (4gua tipo Il). Para o enxagiie da
vidraria, a dgua pode ser do tipo Ill, com resistividade =0,1 megaohms ou
condutividade <10 microsiemens. No enxagiie final utilizar agua tipo Il.
Quando a coluna deionizadora estd com sua capacidade saturada ocorre
a produgéo de agua alcalina com liberagdo de varios ions, silicatos e
substancias com grande poder de oxidagéo ou reducao que deterioram
0S reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados
de modo imprevisivel. Assim, é fundamental estabelecer um programa de
controle da qualidade da agua.

3. Para uma revisio das fontes fisiopatolégicas e medicamentosas de
interferéncia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar Young
DS, Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests, 3" edigdo, Washington:
AACC Press, 1990.
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Apresentagao
Produto Referéncia Conteiido
2X100 mL
87-2/100
Triglicérides / CAL 1X5mL
Liquiform
q 87-2/250 2 X250 mL
CAL 1X5mL

Estao disponiveis aplicagdes para sistemas automaticos e semi-
automaticos.

0 nOmero de testes em aplicagdes automaticas depende dos
parametros de programacao de cada equipamento.

Informagdes ao consumidor

[Termos e Condigdes de Garantia]

A Labtest Diagnéstica garante o desempenho deste produto dentro das
especificagoes até a data de expiracao indicada nos rétulos, desde que 0s
cuidados de utilizagéo e armazenamento indicados nos rotulos e nestas
instrucoes sejam seguidos corretamente.

43

sl Labtest Diagnéstica S.A.
CNPJ: 16.516.296 / 0001 - 38
Av. Paulo Ferreira da Costa, 600 - Vista Alegre - CEP 33400-000
Lagoa Santa . Minas Gerais Brasil - www.labtest.com.br

Servico de Apoio ao Cliente | 0800 031 34 11 (Ligagdo Gratuita)
e-mail: sac@labtest.com.br

Copyright by Labtest Diagndstica S.A.
Reproducdo sob prévia autorizagéo
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Ref.: 240214
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COLESTEROL Liquiform

Instrucoes de Uso

Finalidade . Sistema enzimatico para a determinagéo do colesterol
total em amostras de soro, por reagao de ponto final.

[Somente para uso diagnéstico in vitro.]

Principio . 0 colesterol total ¢ determinado de acordo com as
seguintes reagoes:

) Colesterol )
Esteres do colesterol —— Colesterol + Acidos graxos
Esterase

Colesterol
Colesterol + 0, — Colest-4-en-ona + H,0,
Oxidase

Peroxidase
2H,0, + Fenol + 4-Aminoantipirina —» Antipirilquinonimina + 4 H,0

Os ésteres de colesterol sao hidrolisados pela colesterol esterase a
colesterol livre e acidos graxos. O colesterol livre é oxidado pela colesterol
oxidase a colest-4-en-ona e peroxido de hidrogénio. Na presenca de
peroxidase e peroxido de hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina sao
oxidados formando a antipirilquinonimina que tem absortividade méxima
em 500 nm.

A intensidade da cor vermelha formada na reagao final é diretamente
proporcional a concentragao do colesterol na amostra.

Caracteristicas do Sistema . 0s valores elevados do colesterol,
principalmente o colesterol ligado as lipoproteinas de baixa densidade,
sdo um dos mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento da
doenca arterial coronariana. O National Cholesterol Education Program
(NCEP)° recomenda que os sistemas de medicdo do colesterol
apresentem caracteristicas de desempenho capazes de atingir os
requisitos de exatidao e precisao necessarios para que os resultados
tenham utilidade médica.

Os dados de exatidao, repetitividade e reprodutibilidade obtidos com o
sistema Colesterol Liquiform demonstram que o método é capaz de
fornecer resultados que superam as exigéncias do NCEP, fazendo com
que possa ser considerado como bastante seguro para a medicao
confidvel do colesterol total nos niveis de decisdo mais importantes.
Adicionalmente, a comparagao entre as imprecisoes encontradas na
repetitividade e na reprodutibilidade demonstra que o sistema de medicao
¢ bastante robusto nas regioes de concentragdes significativas para uso
clinico, indicando um desempenho estavel no dia a dia.

0 sistema é composto de um dnico reagente pronto para uso, com
estabilidade que garante desempenho consistente em sua forma liquida
original e manutencao das condigoes 6timas da reagao.
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Colesterol Liquiform possui um sistema clarificador de alta eficiéncia que
elimina as interferéncias positivas produzidas por valores de triglicérides
até 2600 mg/dL.

0 sistema é facilmente aplicavel em analisadores automaticos e semi-
automaticos capazes de medir uma reacao de ponto final em 500 nm e
pode ser usado para medi¢ao do colesterol HDL ap6s precipitagao
seletivadas LDL e VLDL.

Metodologia . Enzimatico-Trinder.

Reagentes

1. -Reagente 1 - Armazenar entre 2 - 8 °C.

Contém tampao 50 mmol/L, pH 7,0; fenol 24 mmol/L; colato de sédio
500 pmol/L; azida sédica 15 mmol/L; 4-aminoantipirina 500 pmol/L;
colesterol esterase >250 U/L, colesterol oxidase >250 U/L e peroxidase
>1000 U/L.

Para preservar o desempenho, o reagente deve permanecer fora da
geladeira somente 0 tempo necessario para se obter o volume a ser
utilizado. Evitar exposi¢ao & luz solar direta.

2. - Padrio - 200 mg/dL - Armazenar entre 2 - 30 °C.
Contém azida sodica 15 mmol/L. Apds 0 manuseio sugere-se armazenar
bem vedado para evitar evaporacéo.

Os reagentes nao abertos, quando armazenados nas condicOes
indicadas, sdo estdveis até a data de expiragdo impressa no rétulo.
Durante 0 manuseio, 0s reagentes estéo sujeitos a contaminagdes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar reducdo da
estabilidade.

Precaucoes e cuidados especiais

N&o utilizar o Reagente 1 quando sua absorbancia, medida contra a dgua
em 500 nm, for igual ou maior que 0,300 ou quando mostrar-se turvo ou
com sinais de contaminagao.

Os cuidados habituais de seguranca devem ser aplicados na
manipulagdo do reagente. O Reagente 1 e o Padrdo contém azida sddica
que € toxica. Deve-se tomar cuidado para evitar a ingestéo e no caso de
contato com o0s olhos deve-se lavar imediatamente com grande
quantidade de agua e procurar auxilio médico. A azida pode formar
compostos altamente explosivos com tubulagoes de chumbo e cobre.
Portanto, utilizar grandes volumes de agua para descartar o reagente.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condigoes
indicadas, sdo estdveis até a data de expiragdo impressa no rétulo.
Durante o manuseio, 0s reagentes estdo sujeitos a contaminagdes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar reducdo da
estabilidade.
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Material necessario e nao fornecido

1. Banho-mariamantido 4 temperatura constante (37 °C).

2. Fotometro capaz de medir, com exatiddo, a absorbancia entre 490 e
510nm.

3. Pipetas paramedir amostras e reagente.

4. Cronémetro.

Influéncias Pré-analiticas . A postura durante a colheita da
amostra deve ser padronizada porque pode ter efeitos significativos nos
resultados. Se as amostras sdo obtidas com o paciente na posigcao
sentada, deve-se padronizar para que o individuo esteja sentado durante
15 minutos e ndo mais que 30 minutos.

Um garroteamento maior que 1 minuto produz hemoconcentragao, o que
pode aumentar os valores do colesterol em 5,0% ap6s 2 minutos e 10,0 a
15,0% ap6s 5 minutos. Portanto, é muito importante obter a amostra de
sangue apos liberar o torniquete devendo-se padronizar todo o
procedimento da colheita.

A variacao biologica do colesterol, decorrente da variagao também
bioldgica das lipoproteinas transportadoras do colesterol, é observada
quando a dosagem do colesterol é repetida em um mesmo laboratdrio no
espaco minimo de uma semana. Ela ocorre independentemente do erro
analitico e pode variar entre 1,7 e 11,6% com uma média de 6,1% devido,
principalmente, & variagao bioldgica da LDL que € a principal lipoproteina
transportadora de colesterol.

Niveis elevados de ascorbato (vitamina C) produzem interferéncias
negativas por competicao com o cromogeénio na reagao da peroxidase.
Se houver suspeita da presenca de 4cido ascorbico deixar o soro em
repouso durante 90 minutos antes de iniciar a dosagem para minimizar a
acao dointerferente.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrao (POP) que
estabeleca procedimentos adequados para colheita, preparagao e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos a amostra
podem ser muito maiores que 0s erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

De modo geral, a amostra de sangue pode ser obtida com ou sem jejum,
mas é altamente recomendavel que todos os ensaios dos lipides
sanguineos, incluindo o colesterol, sejam realizados em amostras
colhidas em jejum. As vantagens da utilizacdo de amostras colhidas em
jejum séo decorrentes da padronizacdo da colheita, pois permitem a
realizacdo da determinacdo de outros lipides que requerem o jejum e
minimizam a interferéncia da lipemia pos prandial que esta
freqlientemente presente em amostras obtidas sem o jejum.

Usar soro. Anticoagulantes como citrato, oxalato ou EDTA produzem
resultados falsamente diminuidos. O analito € estavel 7 dias entre 2 - 8 °C
& 6 meses a 20 °C negativos’. Homogeneizar bem as amostras lipgmicas
antes de iniciar a dosagem. Nao utilizar amostras fortemente
hemolisadas.

Como o volume de amostra é pequeno, deve-se pipetar com cuidado para
minimizar aimprecisao do sistema de medicao.
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Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
ndo transmitem infecgdes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, ao manusea-las, deve-se seguir as
normas estabelecidas para biosseguranga.

Para descartar os reagentes e o material bioldgico, sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de prote¢éo ambiental.

Interferéncias

Valores de bilirrubina até 5 mg/dL, hemoglobina até 180 mg/dL e
triglicérides até 2600 mg/dL ndo produzem interferéncias significativas.
Valores de bilirrubina entre 5 € 38 mg/dL produzem resultados falsamente
diminuidos proporcionais & concentragdo da bilirrubina.

Para avaliar a concentracdo aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: Diluir 0,05 mL
da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbancia em 405 ou 415 nm acertando o zero com dgua deionizada
ou destilada.

Hemoglobina(mg/dL) = Absorbancia,,, x 601
Hemoglobina(mg/dL) = Absorbancia,; x 467

Procedimento

Verobservagées1,2e3

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao
Amostra | @ ------ 00tmL |  ------
Padrao (N°2) | = -==--- | -m-ee- 0,01 mL
Reagente 1 1,0mL 1,0mL 1,0mL

Misturar e incubar em banho-maria a 37 °C durante 10 minutos. O nivel de
agua no banho deve ser superior ao nivel de reagentes nos tubos de
ensaio. Determinar as absorbéncias do teste e padrao em 500 nm ou filtro
verde (490 a510), acertando 0 zero com o branco. A cor ¢ estavel por 60
minutos.

0 procedimento sugerido para a medigéo é adequado para fotdmetros
cujo volume minimo de solugao para leitura é igual ou menor que 1,0 mL.
Deve ser feita uma verificacdo da necessidade de ajuste do volume para o
fotometro utilizado.

Os volumes de amostra e reagente podem ser modificados
proporcionalmente sem prejuizo para o desempenho do teste e o
procedimento de célculo se mantém inalterado. Em caso de redugdo dos
volumes é fundamental que se observe 0 volume minimo necessario para
a leitura fotométrica. Volumes da amostra menores que 0,01 mL sao
criticos em aplicagdes manuais e devem ser usados com cautela porque
aumentam aimprecisao da medicdo.

Calculos
Absorbancia do Teste

Colesterol (mg/dL) = —— x200
Absorbancia do Padrao
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Exemplo
Absorbancia do Teste = 0,290
Absorbancia do Padrao = 0,345

0,290

Colesterol (mg/dL) = x200 = 168

0,345

Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a
metodologia, pode-se utilizar o método do fator.

200
Fatorde Calibraggo = ——
Absorbancia do Padrao

Colesterol (mg/dL) = Absorbéncia do Teste x Fator

Exemplo
200

Fator = =580
0,345

Colesterol (mg/dL) = 0,290x 580 = 168
Calibragao

Rastreabilidade do Sistema
0 padrao € rastreavel ao Standard Reference Material (SRM) 911 do
National Institute of Standards and Technology (NIST).

Calibragdes manuais
Obter o fator de calibragdo ao usar novo lote de reagentes ou quando o
controle interno da qualidade indicar.

Sistemas automaticos

Branco de reagentes: agua deionizada ou destilada, ou solugéo de
cloreto de sodio 150 mmol/L (0,85%);

Padroes: usar calibradores protéicos. As concentragoes de
Colesterol nos calibradores da linha Calibra Labtest sao rastreaveis ao
SRM 1951 doNIST.

Intervalo de calibracoes

Deve-se recalibrar o sistema nas seguintes situagoes:

Calibragao de 2 ou 3 pontos ao mudar de lote;

Calibragdo de 2 ou 3 pontos quando o controle interno da qualidade
indicar.

0 resultado da medicdo € linear até 500 mg/dL. Quando for obtido um
valor igual ou maior que 500 mg/dL, diluir a amostra com NaCl 150
mmol/L (0,85%), realizar nova medi¢ao e multiplicar o resultado pelo
fator de diluig@o. Diluir a amostra de tal modo que o valor encontrado se
situe entre 150 e 300 mg/dL. Sugerimos a verificagao da linearidade
metodologica e fotométrica, no minimo semestraimente, utilizando
amostras com valores até 500 mg/dL.

Controle interno da qualidade . 0 laboratorio deve manter um
programa de controle da qualidade que defina claramente os
regulamentos  aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificagdes da qualidade e limites de controle, acoes corretivas e
registro das atividades.
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Materiais de controle devem ser utilizados para avaliar aimprecisao e/ou
desvios da calibracdo. Sugere-se procurar atender como limites
maximos de controle as especificagdes propostas por NCEP™ para
coeficiente de variagao <3,00%, erro sistematico (bias) <+3,00% e erro
total <9,0%.

Sugere-se utilizar as preparagdes estabilizadas da linha Qualitrol - Labtest
paracontrole interno da qualidade em ensaios de quimica clinica.

Valores recomendaveis ou desejados . 0s valores abaixo
substituem os valores de referéncia e foram determinados a partir de
dados epidemioldgicos tratados estatisticamente, que relacionam os
niveis do colesterol com a prevaléncia de doenca coronariana isquémica
(DCI).

Classificagao ATP Il de LDL, Colesterol Total e HDL (mg/dL):

Adultos™
Colesterol Total (mg/dL)
Desejavel <200
Limiar elevado 200 - 239
Elevado >240
Colesterol HDL (mg/dL)
Baixo <40
Elevado (Desejavel) >60
Colesterol LDL (mg/dL)
Otimo <100
Limiar 6timo 100 - 129
Limiar elevado 130 - 159
Elevado 160 - 189
Muito Elevado >190
Criangas e Adolescentes’
Colesterol Total (mg/dL)
Desejavel <170
2a19anos Limitrofe 170 - 199
Elevado 200
Colesterol HDL (mg/dL)
<10 anos Desejavel 40
10a 19 anos Desejavel 35
Colesterol LDL (mg/dL)
Desejavel <110
2a19anos Limitrofe 110-129
Elevado 130

Conversdo: Unidades Convencionais (mg/dL) x 0,026 = Unidades Sl
(mmol/L).
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Caracteristicas do desempenho™

Exatidao . Em duas amostras com concentragdes de colesterol iguais
a 146 e 245 mg/dL foram adicionadas quantidades diferentes do analito,
obtendo-se recuperacoes entre 94 e 110%. O erro sistematico
proporcional médio obtido em um valor de 200 mg/dL foi igual a
4,0mg/dL ou 2,0%.

Especificidade . 0 método proposto foi comparado com um método
similar utilizando 60 amostras com valores situados entre
96 e 495 mg/dL. A comparagdo resultou na equacao da regresséo:
y = 6,92 + 0,96x e um coeficiente de correlago (r) igual a 0,996.

0 erro sistematico total (constante e proporcional) verificado no nivel de
decisdo (200 mg/dL) foiigual a 1,08 mg/dL ou 0,54%. Como as amostras
foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatério e
pacientes hospitalizados, pode-se inferir que o método tem uma
especificidade metodologica adequada.

Repetitividade - Imprecisao intra-ensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 10 175 2,69 1,5
Amostra 2 10 255 3,08 1,2
Amostra 3 10 357 4,23 1,2

Reprodutibilidade - Imprecisao total

N Média DP CV (%)
Amostra 1 10 173 4,23 2,4
Amostra 2 10 253 5,77 2,2
Amostra 3 10 353 8,46 21

Sensibilidade metodoldgica . Uma amostra protsica néo
contendo colesterol foi utilizada para calcular o limite de detecgdo do
ensaio tendo sido encontrado um valor igual a 1,04 mg/dL, equivalente a
média de 20 ensaios mais dois desvios padrdo. Utilizando-se a
absorbancia do padrdo como pardmetro verificou-se que o limite de
deteccdo fotométrica é de 0,06 mg/dL, correspondendo a uma
absorbanciaiguala0,0001.

Efeitos da diluicao da matriz . Duas amostras com valores
iguais a 330 e 400 mg/dL foram utilizadas para avaliar a resposta do
sistema nas diluicoes da matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando
fatores de diluicdo que variaram de 2 a 8 encontraram-se recuperacoes
entre 99e 113%.

Significado clinico . 0 grande dilema da aterosclerose & que ela é
um processo silente. Esta ativa em todos os individuos e permanece sem
qualquer manifestagéo por décadas e, subitamente se manifesta através
de dor toracica, infarto agudo do miocérdio ou morte subita. Estudos
populacionais longitudinais como os de Tecumset, Albany, Framinghan,
Evans, Chicago, Oslo entre outros, e também dados epidemioldgicos e
estudos experimentais em animais, demonstraram uma correlacdo
positiva entre os niveis do colesterol, mais especificamente do colesterol
LDL e orisco de doenca arterial coronariana (DAC). Ao mesmo tempo foi
evidenciado que os niveis de colesterol HDL sdo inversamente
proporcionais ao risco de DAC.
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Valores aumentados de colesterol sdo encontrados na nefrose,
hipotireoidismo, doencas colestdticas do figado e nas
hiperlipoproteinemias dos tipos lla, llb e lll.

Niveis diminuidos sdo encontrados no hipertireoidismo, doencas
consumptivas e desnutrigao cronica.

Além do nivel do colesterol sérico, a hipertensao e o fumo constituem
fatores de risco de aterosclerose e DAC.

Observagdes

1. A limpeza e secagem adequadas do material utilizado séo fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencdo de resultados
corretos.

2. A agua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada
aplicacao. Assim, para preparar reagentes e usar nas medicoes, deve ter
resistividade >1 megaohm ou condutividade <1 microsiemens e
concentragdo de silicatos <0,1 mg/L (4gua tipo Il). Para o enxagiie da
vidraria a dgua pode ser do tipo Ill, com resistividade >0,1 megaohms ou
condutividade <10 microsiemens.

No enxagiie final utilizar 4gua tipo Il. Quando a coluna deionizadora estd
com sua capacidade saturada ocorre a producao de agua alcalina com
liberagao de varios ions, silicatos e substéncias com grande poder de
oxidagao ou redugéo que deterioram os reagentes em poucos dias ou
mesmo horas, alterando os resultados de modo imprevisivel. Assim, é
fundamental estabelecer um programa de controle da qualidade da agua.

3. Para uma revisao das fontes fisiopatologicas e medicamentosas de
interferéncia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar Young
DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests, 3 edigao, Washington:
AACC Press, 1990.
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Apresentacao

Produto Referéncia Conteiido

2X100 mL
76-2/100
Colesterol / 1X5mL
Liquiform
q 76-2/250 2 X250 mL

CAL 1X5mL

Estdo disponiveis aplicacoes para sistemas automaticos.

0 numero de testes em aplicagdes automaticas depende dos
parametros de programacéo.
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COLESTEROL HDL

Instrucoes de Uso

Finalidade . Sistema para determinagao do Colesterol HDL através da
precipitagdo seletiva das lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade
(LDL e VLDL), porreacao de ponto final.

[Somente para uso diagnéstico in vitro.]

Principio . As lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo quantitativamente
precipitadas e, apos centrifugacao, o colesterol ligado as lipoproteinas de
alta densidade (Colesterol HDL) é determinado no sobrenadante.

Caracteristicas do sistema . Na selegao de um sistema para
dosar o Colesterol HDL, a Labtest optou pelo acido fosfotingstico e
cloreto de magnésio, que precipitando seletiva e quantitativamente as
VLDL e LDL, permitem a obtengdo de resultados comparaveis aos do
método de referéncia.

Ap6s centrifugacao, o Colesterol HDL é determinado no sobrenadante
utilizando o sistema enzimético Colesterol Liquiform Labtest (Ref. 76).

0 sistema de medida colorimétrica é facilmente adaptavel a maioria dos
analisadores autométicos capazes de medir uma reacao de ponto final
em 500 nm.

Metodologia. Labtest.
Reagentes

1. - Precipitante - Armazenar entre 2 - 8 °C.
Contém 4cido fosfotingstico 1,5 mmol/L e cloreto de magnésio
54 mmol/L.

2. - Padrao 20 mg/dL - Armazenar entre 2 - 30 °C.
Contém colesterol 0,52 mmol/L e azida sodica 14,6 mmol/L. Armazenar
bem vedado para evitar evaporagéo.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condicoes
indicadas, sao estaveis até a data de expiragdo impressa no rotulo.
Durante 0 manuseio, 0s reagentes estao sujeitos a contaminagdes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar reducdo da
estabilidade.

Precaucoes e cuidados especiais

Nao utilizar o Reagente 1 - Colesterol Liquiform - Labtest (Ref.76) quando
sua absorbancia, medida contra a dgua em 500 nm, for igual ou maior que
0,300 ou quando mostrar-se turvo ou com sinais de contaminagao.

0 padrao contém azida sodica que é toxica. Deve-se tomar cuidado para
evitar a ingestdo e no caso de contato com os olhos, deve-se lavar
imediatamente com grande quantidade de agua e procurar auxilio
médico.
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A azida pode formar compostos altamente explosivos com tubulagdes de
chumbo e cobre. Portanto, utilizar grandes volumes de dgua para
descartar o reagente.

Os cuidados habituais de seguranca devem ser aplicados na
manipulagdo dos reagentes.

Materiais necessarios e nao fornecidos

1. Banho-mariamantido a temperatura constante (37 °C).

2. Fotometro capaz de medir, com exatiddo, a absorbéncia entre 490 e
540 nm.

3. Pipetas paramedir amostras e reagentes.

4. Cronometro.

5. Centrifuga com capacidade superior a 3500 rpm.

6. Reagente para determinagao de colesterol.

Influéncias pré-analiticas . As concentragaes do colesterol HDL
medidas em um mesmo individuo e em diferentes ocasioes podem flutuar
consideravelmente devido as variagdes biologicas e também as
variagoes do método analitico. As concentragdes no sangue sao
fortemente influenciadas por fatores tais como dieta recente, ingestéo de
alcool, variagoes do peso corporal, atividades fisicas e hébito tabagista.
0s hormonios e outras medicagoes também produzem variagoes na
concentracdo do colesterol HDL.

Considera-se que a variagéo bioldgica seja em torno de 7,5%. Assim, em
uma série de repeticoes da dosagem em um mesmo individuo, dois
tercos dos resultados estarao entre = 7,5% do valor médio. Portanto, a
variagao bioldgica se constitui no fator mais importante da variabilidade
total do colesterol HDL. Os efeitos da variagdo bioldgica podem ser
controlados até certo ponto através da padronizacao das condigoes de
preparo do paciente e da colheita da amostra, mas o colesterol HDL nao
pode ser estimado com confianca através de um ensaio de uma (nica
amostra. Varias amostras devem ser obtidas e a média dos resultados
pode ser considerada como a concentracdo usual do colesterol HDL ou,
mais exatamente, pode ser considerada a faixa usual de resultados para o
individuo.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrao (POP) que
estabeleca procedimentos adequados para colheita, preparacao e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos a amostra
podem ser muito maiores que 0s erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

Usar soro ou plasma (heparina-litio e EDTA). Amostras com citrato ou
oxalato nao devem ser usadas porque produzem resultados falsamente
diminuidos.
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As amostras de soro ou plasma nao devem permanecer entre 15 - 30 °C
por mais de 14 horas. Quando as medicoes nao sao completadas dentro
de 14 horas, as amostras devem ser armazenadas entre 2 - 8 °C por 7
dias e por 30 dias a 20 °C negativos. Deve-se armazenar em temperaturas
<70 °C negativos quando houver necessidade de preservacao por
periodos maiores de tempo. Evitar congelamentos e descongelamentos
repetidos. Amostras descongeladas devem ser bem misturadas antes da
utilizac@o. Nao usar vortex ou similar. N&o usar amostras com sinais de
contaminag&o microbiana.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
ndo transmitem infecgoes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, ao manused-las deve-se sequir as
normas estabelecidas para biosseguranga.

Para descartar os reagentes e o material biologico sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protegao ambiental.

Interferéncias

Concentracdes de bilirrubina até 5 mg/dL, hemoglobina até 180 mg/dL e
triglicérides até 750 mg/dL nao produzem interferéncias significativas.

Concentragdes de bilirrubina acima de 5 mg/dL produzem resultados
falsamente diminuidos.

Concentracdes de triglicérides acima de 750 mg/dL produzem resultados
falsamente elevados.

Para avaliar a concentracdo aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: diluir 0,05 mL
da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbancia em 405 ou 415 nm acertando o zero com &gua deionizada
ou destilada.

Hemoglobina(mg/dL) = Absorbéncia,. x 601
Hemoglobina(mg/dL) = Absorbéncia,; x 467

Limitagées do método
Amostra/Precipitanteiguala 1:1.

Manter sempre a relacao

Apos a centrifugacao, remover o sobrenadante limpido dentro de 15
minutos para evitar resultados falsamente elevados.

Amostras lipémicas e, ocasionalmente, amostras nao lipémicas podem
apresentar o sobrenadante turvo. Neste caso, diluir a amostra 1:2 com
NaCl 150 mmol/L e repetir a precipitagao. Multiplicar o resultado final por
2. Caso o sobrenadante permaneca ainda turvo a amostra ndo pode ser
utilizada para determinar o colesterol HDL.

Algumas amostras, principalmente lipmicas, podem apresentar o
sobrenadante limpido com uma camada na sua superficie que nao deve
ser pipetada, para evitar resultados falsamente elevados.

Verlimitagdes do método.

Precipitagao das VLDL e LDL.

Emumtubo 12x75, adicionar:
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Soro: 0,25 mL
Precipitante: 0,25mL

Agitar vigorosamente durante 30 segundos. A agitagao sugerida é
fundamental para obtencdo de resultados consistentes. Centrifugar a
3.500 rpm por pelo menos 15 minutos para obter um sobrenadante
limpido. Pipetar o sobrenadante limpido imediatamente apos a
centrifugagdo, tomando o cuidado para nao ressuspender o precipitado,
afim de evitar resultados falsamente elevados.

Colorimetria. Verobservagoes 1,2¢e3.
Utilizar com o Reagente 1 - Colesterol Liquiform - Labtest (Ref. 76).

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao
Sobrenadante 0,1 mL
Padrao (n°2) 0,1 mL
Reagente 1 1,0mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e incubar em banho-maria a 37 °C durante 10 minutos. O nivel da
agua no banho deve ser superior ao nivel do reagente nos tubos de
ensaio. Determinar as absorbancias do teste e padrao em 500 nm ou filtro
verde (490 a 540) acertando o zero com o branco. A cor é estavel por 60
minutos.

0 procedimento sugerido para a medicéo é adequado para fotdmetros
cujo volume minimo de solugdo para leitura é igual ou menor que 1,0 mL.
Deve ser feita uma verificagdo da necessidade de ajuste do volume para o
fotdmetro utilizado.

Os volumes de amostra e reagente podem ser modificados
proporcionalmente sem prejuizo para o desempenho do teste e o
procedimento de calculo se mantém inalterado. Em caso de reducao dos
volumes é fundamental que se observe o volume minimo necessario para
a leitura fotométrica. Volumes da amostra menores que 0,01 mL sao
criticos em aplicagoes manuais e devem ser usados com cautela porque
aumentam aimprecisao da medicao.

Calculos . Devido a diluigao 1:2 aplicada as amostras durante o
procedimento de precipitacdo das VLDL e LDL, o valor do Padrdo para
célculo dos resultados deve ser corrigido para 40 mg/dL.

Absorbancia do Teste
Colesterol HDL (mg/dL) = x40
Absorbancia do Padrao

Exemplo
Absorbéncia do Teste = 0,290
Absorbancia do Padrao = 0,320

0,290
Colesterol HDL (mg/dL) = x40 =36

0,320

Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a
metodologia, pode-se utilizar o método do fator.
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Fator de Calibragéo =
Absorbéncia do Padrao

Colesterol HDL(mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator
Exemplo

40
Fator = —— =125
0,320

Colesterol HDL (mg/dL) = 0,290x 125 = 36

Unidades Convencionais: mg/dL
Unidades SI (mmaol/L) = Unidades Convencionais x 0,026

Rastreabilidade do sistema . A calibragio do sistema ¢
rastredvel ao Standard Reference Material (SRM) 911 do National
Instituite of Standards and Technology (NIST).

0 resultado da medicéo € linear até 200 mg/dL. Quando for obtido um
valor igual ou maior que 200 mg/dL, diluir a amostra 1:2 com NaCl
150 mmol/L (0,85%), realizar nova medicao e multiplicar o resultado pelo
fator de diluicao.

Controle interno da qualidade . 0 laboratorio deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente os
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificacoes da qualidade e limites de controle, acdes corretivas e
registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para
avaliar aimprecisao e/ou desvios da calibracao.

Sugere-se procurar atender como limites maximos de controle as
especificagdes propostas por NCEP™ para coeficiente de variagao
<4,00%, erro sistematico (bias) <5,00%, erro total <12,8%.

Valores desejaveis ou recomendados . Estes valores devem
ser usados apenas como orientacdo. Recomenda-se que cada
laboratério estabeleca, na populacdo atendida, sua propria faixa de
valores de referéncia.

Os valores desejaveis ou recomendados substituem os valores de
referéncia e sao determinados a partir de dados epidemioldgicos,
calculados estatisticamente, que relacionam os niveis do colesterol com
aprevaléncia de doenca coronarianaisquémica (DCI).

Classificagao ATP Il de Colesterol Total, LDL e HDL
(mg/dL):

Criangas e Adolescentes’

Colesterol Total (mg/dL)
Idade: 2 a 19 anos

Desejavel <170
Limitrofe 170-199
Elevado >200
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Colesterol LDL (mg/dL)

Idade: 2 a 19 anos

Desejavel <110
Limitrofe 110-129
Elevado >130

Colesterol HDL (mg/dL)

<10 anos Desejavel >40
10 a 19 anos Desejavel >35
Adultos™
Colesterol Total (mg/dL)
Desejavel <200
Limiar elevado 200 - 239
Elevado >240

Colesterol LDL (mg/dL)

Otimo <100
Limiar 6timo 100- 129
Limiar elevado 130 - 159

Elevado 160 - 189
Muito Elevado >190

Colesterol HDL (mg/dL)

Baixo <40
Elevado (Desejavel) >60

Caracteristicas do desempenho”

Exatidao . Em duas amostras com concentragdes de colesterol HDL
iguais a 28 e 54 mg/dL foram adicionadas quantidades diferentes do
analito, obtendo-se recuperagdes entre 95 e 100%. O erro sistematico
proporcional médio obtido em um valor de 60 mg/dL foiigual a 1,2 mg/dL
ou2,0%.

Especificidade . 0 método proposto foi comparado com um método
similar utilizando 80 amostras com valores situados entre 7 e
86 mg/dL. A comparacdo resultou na equacao da regressao: y = 1,337
+ 0,932x e um coeficiente de correlagdo (r) igual a 0,993. O erro
sistematico total (constante e proporcional) verificado no nivel de decisao
(60 mg/dL) foiiguala2,74 mg/dL ou 4,5%.

Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de

ambulatério e pacientes hospitalizados, pode-se inferir que 0 método tem
uma especificidade metodolégica adequada.

Repetitividade - Imprecisao intra-ensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 40 0,60 1,5
Amostra 2 20 59 0,49 0,8
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Reprodutibilidade - Impreciséo total

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 40 0,83 2,0
Amostra 2 20 58 0,99 1,7

Sensibilidade metodoldgica . Uma amostra protsica nao
contendo colesterol HDL foi utilizada para calcular o limite de deteccao do
ensaio tendo sido encontrado um valor igual a 0,40 mg/dL, equivalente a
média de 20 ensaios mais dois desvios padrdo. Utilizando-se a
absorbéncia do padrao como parametro, o limite de detecgao fotométrica
¢de 0,172 mg/dL, correspondendo a uma absorbénciaiguala 0,001.

Efeitos da diluicao da matriz . Uma amostra com valorigual a 92
mg/dL foi utilizada para avaliar a resposta do sistema nas diluicoes da
matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando fatores de diluicdo que
variaram de 1,2 a 2,0 encontraram-se recuperacoes entre 93 e 103%.

Significado clinico . Nao ha davida de que o colesterol ¢ um fator de
risco para DCI e que ele marcha - junto com o fumo, hipertensao e
intolerancia a glicose - como um dos quatro grandes fatores de DCI.
Estudos prospectivos e retrospectivos nao deixam duvidas da existéncia
de uma interrelacao curvilinear entre os niveis de colesterol sérico, mais
especificamente LDL e VLDL, e aincidéncia de DCI.

Em 1977 ficou demonstrado que o Colesterol HDL tem um efeito protetor
contra a DCI. Os estudos de Framinghan revelaram que 0s niveis do
Colesterol HDL sao inversamente proporcionais a prevaléncia de DCI.

Estd bem estabelecido que niveis elevados de Colesterol LDL estao
associados ao risco aumentado de DCI. Também, néo ha divida de que
tanto o Colesterol Total quanto as fragoes LDL e VLDL podem ser
diminuidas com dieta ou medicamento. A reducao de 1% no valor do
Colesterol Total diminui a prevaléncia de DCl em aproximadamente 2%.

As concentracoes do Colesterol Total e do Colesterol HDL dependem de
metabolismos distintos e ndo se deve fazer qualquer tentativa de buscar
correlacao entre seus niveis de concentragao.

Como calcular a concentracao do colesterol VLDL e

LDL . As concentracdes do Colesterol VLDL e LDL podem ser
calculadas utilizando a equacao de Friedewald, que ¢ exata para amostras
cujas concentracoes de triglicérides ndo ultrapassem 400 mg/dL e ndo
pertencam a pacientes portadores de lipoproteinemia do Tipo lll.

Equacéo de Friedewald
Colesterol VLDL = Triglicérides /5
Colesterol LDL = Colesterol Total - (HDL + VLDL)

Observagdes

1. A limpeza e secagem adequadas do material utilizado sao fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.

2. 0 laboratério clinico tem como obietivo fornecer resultados exatos e

precisos. A utilizagdo de 4gua de qualidade inadequada é uma causa
potencial de erros analiticos.
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A 4gua deionizada ou destilada utilizada no laboratério deve ter a
qualidade adequada a cada aplicagdo. Assim, para preparar reagentes,
usar nas medicOes e para uso no enxagie final da vidraria, deve ter
resistividade >1 megaohm.cm ou condutividade <1 microsiemens/cm e
concentracdo de silicatos <0,1 mg/L. Quando a coluna deionizadora esta
com sua capacidade saturada ocorre produgéo de agua alcalina com
liberacéo de varios ions, silicatos e substancias com grande poder de
oxidacao ou reducéo que deterioram os reagentes em poucos dias ou
mesmo horas, alterando os resultados de modo imprevisivel. Assim, é
fundamental estabelecer um programa de controle da qualidade da dgua.

3. Para uma revisdo das fontes fisiopatoldgicas e medicamentosas de
interferéncia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar
www.fxol.org/
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LDL Liquiform

InstrugGes de Uso

Finalidade . Sistema para determinagdo homogénea direta do
colesterol LDL em soro e plasma.

[Somente para uso diagnéstico in vitro.]

Principio . Na primeira fase da reagdo, um surfactante especifico
presente no Reagente 1 solubiliza os quilomicrons, as lipoproteinas de
alta densidade e as lipoproteinas de muito baixa densidade (HDL e VLDL).
0 colesterol solubilizado é consumido pela acdo da colesterol esterase
(CE) e colesterol oxidase (CO) em uma reacao néo formadora de cor.

Na segunda fase, um surfactante presente no Reagente 2 solubiliza o
colesterol da LDL, que é hidrolisado pela colesterol esterase a colesterol
livre e dcidos graxos. O colesterol livre é oxidado pela colesterol oxidase a
colest-4-en-ona e peroxido de hidrogénio. Em seguida, ocorre uma
reagdo de acoplamento entre peroxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e
disulfobutilmetatoluidina sodica (DSBmT), catalisada pela peroxidase,
produzindo uma quinoneimina que tem méaximo de absorbancia em
546 nm.

Aintensidade da cor formada é diretamente proporcional & concentragao
de colesterol LDL na amostra.

Primeira fase
CE+CO
LDL + HDL + VLDL + Quilomicrons + Surfactante 1 —J» LDL + Produtoincolor

Segundafase
CE )
LDL + Surfactante 2 —» Colesterol + Acidos graxos

co
Colesterol + 0, ——— Colest-4-en-ona + H,0,

Peroxidase
2 H,0, + DSBmT + 4-Aminoantipirina ————————» Quinoneimina + 4 H,0

Caracteristicas do sistema. 0 procedimento para determinagao
do colesterol LDL, que combina a ultracentrifugagdo com precipitagdo
quimica, baseado no método de referéncia (MR) do Centers for Disease
Control And Prevention (CDC) é intensivo em tempo e operacgoes e tem
aplicagdo limitada no laboratorio clinico'.

0 sistema LDL Liquiform da Labtest 6 um método homogéneo liquido
para medicao direta do colesterol LDL e consiste em um processo
simples e de facil execucdo. Possui equivaléncia com o método de
referéncia e apresenta caracteristicas de precisdo e exatiddo que
superam significativamente os requisitos de desempenho propostos pelo
Programa Nacional de Educacao em Colesterol (NCEP), em vigor desde
1998".

0 sistema LDL Liquiform é certificado pelo Cholesterol Reference Method
Laboratory Network (CRMLN). O programa de certificagdo do CRMLN
utilizamétodos de referéncia ou métodos designados de comparagao que
sdo rigorosamente padronizados pelos métodos de referénciado CDC.
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Aespecificidade é conseguida pela agao seletiva do surfactante presente
no Reagente 1 que possibilita o consumo do colesterol presente nas
particulas nao LDL.

Valores de triglicérides até 1293 mg/dL, bilirrubina até 20 mg/dL,
hemoglobina até 500 mg/dL, acido ascorbico até 50 mg/dL e
gamaglobulinas até 5000 mg/dL ndo interferem significativamente na
reacao.

A flexibilidade do método torna-o facilmente aplicavel em analisadores
autométicos capazes de processar reacdo de ponto final com dois
reagentes.

Metodologia . Surfactante Seletivo.
Reagente

1. - Reagente 1 - Armazenar entre 2 - 8 °C. Nao congelar.
Reagente liquido pronto para uso. Armazenar entre 2 - 8 °C. Nao congelar.
Contém tampao pH 6,3; colesterol esterase <1500 U/L; colesterol
oxidase <1500 U/L, peroxidase <1300 U/L, 4-aminoantipirina <0,1%;
ascorbato oxidase <3000U/L e surfactante <1,0%.

2. - Reagente 2 - Armazenar entre 2 - 8 °C. Nao congelar.
Reagente liquido pronto para uso. Contém tampao pH 6,3; surfactante
<1,0%eDSBmT <1,0mM.

3. - Calibrador - Armazenar entre 2 - 8 °C.

Reagente liofilizado. Concentracdo no rotulo do frasco. Apos
reconstituico é estdvel 2 semanas entre 2 - 8 °C. Preparacao contendo
colesterol LDL humano e azida s6dica <0,1%.

Os reagentes ndo abertos quando armazenados nas condi¢oes indicadas
580 estaveis até a data de expiragao impressa no rétulo.

Os Reagentes 1 e 2, quando mantidos em bandeja refrigerada no
equipamento, sao estaveis por 4 semanas. Este periodo de estabilidade
pode ser modificado em fungéo das caracteristicas e condigoes de
manutencao do equipamento. Portanto, sugere-se que o controle da
qualidade seja utilizado para monitorar o desempenho dos reagentes. Os
reagentes ap6s abertos quando armazenados bem vedados entre
2 e 8 °C e ndo submetidos a contaminagdes quimica ou microbiana, séo
estaveis até a data de validade indicada no rétulo.

Precaucoes e cuidados especiais

Os cuidados habituais de seguranca devem ser aplicados na
manipulagdo dos reagentes, que ndo devem ser pipetados com aboca.

Os reagentes devem ser protegidos da luz.
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0 Calibrador contém derivados de sangue humano e apresentou
resultados negativos para a presenca de HBsAg e anticorpos HCV e HIV
utilizando testes aprovados. Entretanto, nenhum teste conhecido pode
assegurar que produtos derivados de sangue humano nao transmitam
doengas infecciosas. Portanto, recomenda-se manusea-lo como sendo
potencialmente infectante, seguindo as normas estabelecidas para
biosseguranca.

0 Calibrador contém azida sddica que é toxica. Nao ingerir e, no caso de
contato com os olhos lavar imediatamente com grande quantidade de
agua e procurar auxilio médico. A azida pode formar compostos
altamente explosivos com tubulagdes de chumbo e cobre. Portanto,
utilizar grandes volumes de 4gua para descartar o Calibrador.

Concentracoes de triglicérides até 1293 mg/dL ndo interferem nos
resultados de colesterol LDL.
Amostras com triglicérides >1293 mg/dL nao devem ser diluidas.

Materiais necessarios e nao fornecidos

1. Fotdmetro capaz de medir com exatiddo a absorbancia entre 540 e
550 nm.

2. Incubador ou banho-mariaa 37 °C.

3. Pipetas paramedir amostras e reagentes.

4. Cronémetro.

Usar soro ou plasma (heparina-litio e EDTA). Amostras com citrato ou
oxalato ndo devem ser usadas porque produzem resultados falsamente
diminuidos.

As amostras de soro ou plasma podem permanecer entre 15 - 30 °C por
até 14 horas. Quando as medicoes nao forem completadas dentro de 14
horas, as amostras podem ser armazenadas entre 2 - 8 °C por 5 dias e por
30 dias a 20 °C negativos. Deve-se armazenar em temperatura <80 °C
negativos quando houver necessidade de preservagdo por periodos
maiores de tempo. Evitar congelamentos e descongelamentos repetidos.
Amostras descongeladas devem ser bem homogeneizadas antes da
utilizagdo. Nao usar vortex ou similar. Nao usar amostras com sinais de
contaminag&o microbiana.

Amostras de sangue devem ser consideradas como potencialmente
infectantes. Portanto, ao manused-las deve-se seguir as normas
estabelecidas para biosseguranca.

Para descartar os reagentes e 0 material bioldgico sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protecao ambiental.

Interferéncias

Concentragoes de bilirrubina total até 20 mg/dL, hemoglobina até
500 mg/dL, acido ascorbico até 50 mg/dL, gamaglobulinas até
5000 mg/dL e triglicérides até 1293 mg/dL ndo interferem
significativamente na reagao.

Amostras com concentragao de triglicérides >1293 mg/dL nao devem
ser diluidas.
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Amostras com bilirrubina, hemoglobina, dacido ascarbico e
gamaglobulina em concentragoes maiores que as acima referidas devem
ser diluidas em NaCl 150 mmol/L (0,85%) antes de se realizar os ensaios.
Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluigéo.

Para uma revisdo das fontes fisiopatoldgicas e medicamentosas de
interferéncia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar:
www.fxol.org/aaccweb/

Preparo do calibrador . Adicionar 1,0 mL de 4gua deionizada ou
destilada ao contetido do frasco do Calibrador. Deixar em repouso durante
5 minutos. Misturar por inversao suave evitando a formacao de espuma.
Estavel 2 semanas entre 2 - 8 °C em recipiente hermeticamente fechado
para evitar evaporagao do solvente.

A metodologia em formato bi-reagente deve ser necessariamente
realizada em dois tempos.

Este procedimento ndo se aplica em analisadores semi-automaticos que
utilizam unicamente cubeta de fluxo.

Rotular 2 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Teste Calibrador
Amostra 0,00mL | -
Calibrador | = - 0,01 mL
Reagente 1 0,75 mL 0,75 mL

Homogeneizar e incubar a 37 °C durante 5 minutos. O nivel da d4gua no
banho deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de ensaio.
Determinar as absorbancias A, do teste e do Calibrador em 546 nm
(540- 550), acertando o0 zero com agua deionizada.

Reagente 2 | 025mL ] 0,25 mL

Homegeneizar e incubar a 37 °C durante 5 minutos. Determinar as
absorbéncias A, do teste e do Calibrador em 546 nm (540 - 550),
acertando o zero com agua deionizada. As absorbéncias sdo estaveis por
15 minutos.

Calculos . Verlinearidade.

A primeira leitura da absorbéncia (A,) deve ser corrigida para o volume
final da reacdo obtendo-se A,.,, antes de realizar o célculo da
concentragdo de LDL.

Ay =Ax0,75

Teste (Az - A1cor)
Colesterol LDL (mg/dL) = xCC
Calibrador (A, - Ay,

CC: concentracao do Calibrador
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Exemplo
Teste: A, = 0,004 Ao =0,003 A,=0,192
Calibrador: A, = 0,002 Ayr=0,0015 A,=0,154
Concentragéo do Calibrador: 113 mg/dL
0,192-0,003
Colesterol LDL (mg/dL) = x113 =140
0,154-0,0015

Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a
metodologia, 0 método do fator pode ser empregado.

CC
FATOR =

Calibrador (A, - A;,,)

Colesterol LDL (mg/dL) = Teste (A, -A,,,,) X Fator

Exemplo

113
Fator = =741

0,154-0,0015

Colesterol LDL (mg/dL) = (0,192-0,003) x 741 = 140

Calibragao . 0 Calibrador ¢ rastreével a0 método de referéncia do
cDC.

Calibragdes manuais
Obter o fator de calibragdo ao usar novo lote de reagentes ou quando o
controle interno da qualidade indicar.

Sistemas automaticos

Branco de reagentes: 4gua ou solugdo de cloreto de sodio 150 mmol/L
(0,85%);

Padrao: usar o calibrador do produto;

Intervalos de calibragao;
Calibragdo de 2 pontos ao mudar de lote;
Calibragdo de 2 pontos quando o controle da qualidade indicar.

Areacao é linear entre 6,6 e 992 mg/dL. Para concentracdes superiores a
992 mg/dL, diluira amostra com NaCl 150 mmol/L (0,85%), realizar nova
determinacdo e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluig&o.

Controle interno da qualidade . 0 1aboratorio deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente os
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificacoes da qualidade e limites de tolerancia, agoes corretivas e
registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para
avaliar a impreciséo e desvios da calibragéo. Recomenda-se utilizar um
sistema de regras de controle para verificar a estabilidade do sistema de
medicao®.
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Valores desejaveis ou recomendados . Os valores a seguir
substituem os valores de referéncia e foram determinados a partir de
dados epidemiologicos tratados estatisticamente, que relacionam as
concentragoes do colesterol com a prevaléncia de doenca arterial
coronariana (DAC).

Classificagéo ATP Il - Colesterol Total, LDL e HDL (mg/dL)

Colesterol Total

Adultos®
Desejavel <200
Limiar elevado 200 - 239
Elevado =240
Colesterol LDL
Adultos®
Otimo <100
Limiar 6timo 100 - 129
Limiar elevado 130 - 159
Elevado 160 - 189
Muito elevado =190
Colesterol HDL
Adultos®
Baixo <40
Elevado (desejavel) =60
Colesterol Total (mg/dL)
Criangas e Adolescentes’
Desejavel <170
Idade: 2 a 19 anos Limitrofe 1702199
Elevado =200
Colesterol LDL (mg/dL)
Criangas e Adolescentes’
Desejavel <110
Idade: 2 a 19 anos Limitrofe 1102129
Elevado =130
Colesterol HDL (mg/dL)
Criangas e Adolescentes’
Idade: <10 anos Desejavel =40
Idade: 10 a 19 anos Desejavel =35

mg/dL x0,0259 = mmol/L colesterol LDL
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Caracteristicas de desempenho’

Estudos de recuperagdo . Em duas amostras com
concentragoes de LDL iguais a 55,2 mg/dL e 41,5 mg/dL foram
adicionadas quantidades diferentes do analito, sendo obtidos os
seguintes resultados:

Atividade (mg/dL)
Concentragao Recuperagéo
Inicial |Adicionada| Esperada [Encontrada (%)
55,2 53,3 108,5 110,3 101,7
41,5 43,1 84,6 82,9 98

0 erro sistematico proporcional médio estimado € igual a -0,20 mg/dL
para o nivel de 130 mg/dL e -0,24 mg/L para o nivel de 160 mg/dL ou
0,15%, significativamente menor que o erro sistematico analitico
especificado pelo National Cholesterol Education Program (NCEP) que é
<+4,0%.

Estudos de comparacao de métodos . A exatidao do método
foi verificada por comparagédo com o método de ultracentrifugagéo’
sendo obtidos os seguintes resultados:

Método LDL
Referéncia (MR) Liquiform
Nimero de amostras 54 54
Média (mg/dL) 125,1 122,5
Equacéo da regressao LDL Liquiform =
0,96*(MR) +3,02 mg/dL
Coeficiente de correlacao 0,96

Utilizando a equacao da regressao, o erro sistemético (bias) estimado é
igual a -1,68% para o nivel de 130 mg/dL e -2,11% para o nivel de
160 mg/dL. Esses erros sdo menores que o erro sistematico analitico
especificado pelo National Cholesterol Education Program (NCEP) que é
=+4,0%.

Estudos de precisao . 0s estudos de precisdo foram realizados
utilizando trés amostras.

Repetitividade - imprecisao intra-ensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 98,1 0,72 0,73
Amostra 2 20 146,5 0,96 0,66
Amostra 3 20 209,8 1,31 0,62

Reprodutibilidade - imprecisao total

N Média DP CV (%)
Amostra 1 40 98,1 2,2 2,27
Amostra 2 40 1427 2,8 1,95
Amostra 3 40 207,3 3,6 1,73
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Aimprecisdo encontrada atende a especificacdo no National Cholesterol
Education Program (NCEP) que é <4,0%.

0 erro total (erro aleatorio + erro sistemético) estimado é igual a 5,5%
para o nivel de 130 mg/dL e 5,9% para o nivel de 160 mg/dL. Os
resultados indicam que o método atende a especificagdo do NCEP para
errototal (<12,0%).

Sensibilidade metodoldgica . Uma amostra ndo contendo
colesterol LDL foi utilizada para calcular o limite de detecgéo do ensaio
tendo sido encontrado um valor igual a 0,278 mg/dL, equivalente a média
de 20 ensaios mais dois desvios padrao.

Efeitos da diluicao da matriz . Uma amostra com concentragao
igual 112,4 mg/dL foi utilizada para avaliar a resposta do sistema nas
diluigoes da matriz com solugao de NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando
fatores de diluicao iguais a 2 e 4 foi encontrada recuperacéo média de
101% que corresponde a um erro sistemético médio igual a 1%.

Significado clinico . A LDL é um produto do catabolismo da VLDL.
A hidrolise dos triglicérides da VLDL pela lipoproteina lipase (LPL) leva a
formagao de uma lipoproteina de vida curta, denominada lipoproteina de
densidade intermedidria (IDL).

Esta é, em seguida, catabolizada pela lipase hepédtica, formando a
particulade LDL, ricaem colesterol.

0 catabolismo da LDL ocorre no figado e nos tecidos periféricos, através
principaimente da interacdo desta lipoproteina com receptores de alta
afinidade presentes na membrana celular. Apés a ligagao da LDL com o
receptor na superficie celular, @ membrana da célula se invagina,
interiorizando a lipoproteina e formando vesiculas endociticas, as quais
se fundem com lisossomos intracelulares, e a LDL € hidrolisada por
enzimas. O componente protéico é hidrolisado a aminoacidos e o
colesterol esterificado é hidrolisado a colesterol livre por agao de uma
lipase &cida. Este colesterol formado é utilizado na sintese de membranas
e na regulacdo de eventos metabélicos que envolvem a sintese de
colesterol endogeno e a esterificagdo do colesterol livre. O colesterol
formado inibe também a sintese dos receptores de LDL, interrompendo a
fixag@o da LDL, evitando assim que as células figuem sobrecarregadas
de colesterol.

Com o aumento dos niveis de LDL no plasma, as células removedoras
captam maiores quantidades da lipoproteina circulante para degradagéo.
Um receptor no macréfago liga-se a formas oxidadas da LDL e as
internaliza. Na parede arterial, tanto os macrdfagos quanto as células de
musculo liso, sobrecarregadas de ésteres de colesterol, por terem atuado
no mecanismo de remogao descrito acima, transformam-se em células
espumosas que sao o0 marco da placa aterosclerdtica.

Estudos retrospectivos e prospectivos demonstram claramente uma
inter-relagao curvilinear entre os niveis do colesterol sérico, mais
especificamente o colesterol LDL, e a patogénese da arteriosclerose e da
Doenca Arterial Coronariana (DAC). Entretanto, observa-se que o
colesterol HDL tem um efeito protetor na DAC.

Mesmo com valores de colesterol dentro dos limites desejaveis, valores
elevados do colesterol LDL estéo associados ao aumento do risco para
DAC.
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Valores aumentados de LDL podem ser encontrados no diabetes mellitus,
no hipotireoidismo, nas hepatopatias, na doenca renal cronica, na
hipercolesterolemia familiar, na menopausa, em fumantes, em
hipertensos, em individuos em uso de medicamentos como: atenolol,
propranolol, captopril, carbamazepina, furosemida, lacidipina e
anticoncepcionais orais.

Tanto o colesterol total quanto as fragoes LDL e VLDL podem ser
diminuidas com dieta ou medicamento. A redugéo de 1% no valor do
Colesterol Total diminui a prevaléncia de DAC em aproximadamente 2%.

As concentragoes do colesterol nas fragoes LDL e VLDL e na fragao HDL
dependem de metabolismos distintos e ndo se deve fazer qualquer
tentativa de buscar correlagao entre seus valores de concentragao.

Observagdes

1. A limpeza e secagem adequadas do material utilizado sdo fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtengao de resultados
corretos.

2. 0 laboratério clinico tem como obietivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizagéo de dgua de qualidade inadequada é uma causa
potencial de erros analiticos. A dgua deionizada ou destilada utilizada no
laboratorio deve ter a qualidade adequada a cada aplicagao. Assim, para
preparar reagentes, usar nas medicOes e para uso no enxdgiie final da
vidraria, deve ter resistividade =1 megaohm.cm ou condutividade
<1 microsiemens/cm e concentragao de silicatos <0,1 mg/L. Quando a
coluna deionizadora esta com sua capacidade saturada ocorre produgao
de agua alcalina com liberagéo de varios ions, silicatos e substancias
com grande poder de oxidagao ou reducdo que deterioram os reagentes
em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados de modo
imprevisivel. Assim, é fundamental estabelecer um programa de controle
daqualidade da agua.
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5. Labtest: Dados de Arquivo.
Apresentacao
Produto Referéncia Conteddo
LDL 1X30mL
Liquiform 111-1/40 1X10mL
CAL 1X1,0mL

Estéo disponiveis aplicagoes para sistemas automaticos.

*0 numero de testes em aplicagdes automaticas depende dos
parametros de programacao.

Informagdes ao consumidor
[Termos e Condigdes de Garantia]

A Labtest Diagnéstica garante o desempenho deste produto dentro das
especificagoes até a data de expiragdo indicada nos rétulos, desde que 0s
cuidados de utilizagao e armazenamento indicados nos rétulos e nestas
instrucoes sejam seguidos corrgtamente.

wl Labtest Diagndstica S.A.
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