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RESUMO

Esta pesquisa tem por objetivo verificar os efeitos da quitosana na formacdo da
doenca aterosclerética, através da inducdo de dieta hiperlipidémica em coelhos e
comparar estes efeitos aos da rosuvastatina utilizando o modelo de aterosclerose
experimental de Bernardino (2008), em relacdo ao: peso, niveis lipidicos séricos
(colesterol total, fragBes e triglicerideo), glicemia, TGO, TGP, uréia e creatinina,
sendo a quitosana um nutracéutico derivado principalmente da carapaca de
crustaceos. Ja a rosuvastatina € uma estatina que faz parte do grupo padrdo de
farmacos utilizados em pacientes com dislipidemia que diminuem a producdo dos
carreadores lipoprotéicos de colesterol e triacil-glicerol. A amostra foi de 36 coelhos
albinos, da raca Nova Zelandia adultos e machos, alimentados com racédo Socil® e
agua ad libitum. Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos: G1 (grupo
controle) era deixada ad libitum 200g de racdo Socil®, G2 alimentado com 200g da
mesma (ad libitum) racdo do grupo controle, juntamente com 20mL de gema de ovo
de galinha Carnauba® associado a Rosuvastatina célcica (2,5mg / 5mL / dia); G3 foi
alimentado nas mesmas condicbes do grupo G2, diferenciando apenas a
substituicdo da Rosuvastatina pela Quitosana (100 mg / 5mL / dia) via oral por sonda
orofaringica de nelaton. Grupo G4 foi alimentado com 200g da mesma reacdo do
grupo controle, juntamente com 20 mL de gema de ovo de galinha Carnauba®. Este
experimento foi realizado durante 100 dias, fazendo-se andlise bioquimica do
sangue a cada 33 dias. Na andlise estatistica, foi utilizado One-wey ANOVA,
seguido do poés-teste de Newman-Keuls e adotado o nivel significancia de 95%
(p<0,05). Quanto ao peso, no inicio do experimento, ndo houve diferenca
significante. As taxas de colesterol total esteve abaixo de 30 em todos 0s grupos,
com peguenas variacdes nao significantes. Estas taxas passaram de 400 mg/ dL em
todos os grupos. A rosuvastatina (G2) e a quitosana (G3), foram capazes de reduzir
o colesterol total de forma significante apenas no dia 66, enquanto a quitosana
parece ter perdido o efeito na reducdo do colesterol total durante o tempo. Para o
colesterol LDL, tanto a rosuvastatina, quanto a quitosana, foram capazes de reduzi-
lo de forma semelhante e significante em relacdo ao grupo G4 (gema) aos 33 dias,
Em relacdo ao colesterol HDL, embora de forma nao significante, diminuiu com o
tempo de dieta hiperlipidémica. Apenas aos 33 dias, a quitosana teve efeito
significante e melhor que a rosuvastatina referente a este item. Ja em relacdo ao
colesterol VLDL, a rosuvastatina teve um bom efeito enquanto a quitosana foi
péssima, 0 mesmo ocorreu em relacdo aos triglicerideos. A quitosana mostrou ser
um excelente antihiperglicemiante e potencialmente melhor que a rosuvastatina
neste item. A rosuvastatina também demonstrou ser aparentemente agressiva ao
figado, o0 que ndo ocorreu com a quitosana. Ja em relacdo a funcao renal, a
rosuvastatina foi capaz de melhorar a ureia plasméatica o que ndo ocorreu com 0S
efeitos da quitosana, no entanto, ambas as drogas reduziram de forma significante
0s niveis séricos de creatinina em relagédo ao grupo alimentado com racdo e gema.

Palavras- Chave: Quitosana. Hipercolesterolemia. Coelho. Aterosclerose.



ABSTRACT

This research aims to verify the effects of Chitosan on the formation of
atherosclerotic disease, by inducing hiperlipidémica diet in rabbits and compare
these effects to those of rosuvastatin using the experimental atherosclerosis model of
Bernardino (2008), in relation to serum lipid levels, weight (total cholesterol,
triglyceride and fractions), glucose, TGO, TGP, urea and creatinine, and Chitosan a
nutraceutical derived mainly from the carapace of crustaceans. Already the
rosuvastatin is a Statin that is part of the default group of drugs used in patients with
Dyslipidemia which reduce the production of cholesterol and lipoprotéicos carrier
triacil-glycerol. The sample was of albino rabbits, race 36 New Zealand adults and
males fed with rations Socil ® and water ad libitum. The animals were distributed in
the following groups: G1 (control group) was left ad libitum feed Socil ® 200 g, G2
powered with 200 g (ad libitum) control group ration, along with 20 ml of chicken egg
yolk Carnauba ® associated with Rosuvastatin calcium (2 mg/5 mi/day); G3 was fed
in the same way the Group G2, differentiating only the replacement of Rosuvastatin
by Chitosan (100 mg/5 ml/day) administered orally by oropharyngeal nelaton probe.
G4 group was fed with 200 g of the same reaction of the control group, along with 20
mL of chicken egg yolk Carnauba ®. This experiment was conducted during 100
days, biochemical analysis of blood every 33 days. In the statistical analysis, we
used One-wey ANOVA, followed by Newman-Keuls post-test and adopted 95%
significance level (p < 0.05). The weight, at the beginning of the experiment, there
was a statistically significant difference. The rates of total cholesterol was below 30 in
all groups. These rates have increased from 400 mg/dL in all groups fed chicken egg
yolk after 66 days, demonstrating the effectiveness of the experimental diet cause
hyperlipidemia. Rosuvastatin (G2) and Chitosan (G3) were able to reduce total
cholesterol significantly just on day 66, while the Chitosan appears to have lost the
effect in reducing the total cholesterol over a period of time. For LDL cholesterol,
rosuvastatin, as Chitosan, were able to reduce it in a similar way and significant
compared to the G4 Group (GEM) to 33 days, did not have a good effect for 66 days
and 99 Chitosan increased LDL cholesterol significantly compared to other groups. In
relation to HDL cholesterol, though non-significant, decreased with time
hiperlipidémica diet. Only to 33 days, Chitosan had significant effect and the best
rosuvastatin on this item. Already in relation to cholesterol VLDL, rosuvastatin had a
good effect while the Chitosan was terrible, the same occurred in relation to
triglycerides. Chitosan has proved to be an excellent antihiperglicemiante and
potentially better than rosuvastatin on this item. Rosuvastatin also proved to be
aggressive liver apparently, what did not occur with Chitosan. Already in relation to
renal function, rosuvastatin was able to improve the plasma urea which has not
occurred with the effects of Chitosan, however, both drugs significantly lowered
serum levels of creatinine in the Group fed with rations and gem.

Keywords: Chitosan. Hypercholesterolemia. Rabbits. Atherosclerosis.
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1 INTRODUCAO

Segundo Hackam e Anand (2003), a palavra aterosclerose vem do grego
atero que significa caldo ou pasta, e esclerose, endurecimento. No entanto, o termo
aterosclerose foi criado para diferenciar um tipo especial de arteriosclerose, que
acompanha um depdsito gorduroso, sendo o mais importante, pois as placas
ateromatosas levam a oclusdo da artéria, levando a instalacéo de vérias sindromes
isquémicas graves como infarto do miocardio e encefélico (PORTO; RASSI; LEITE,
1981; DUQUE, 2001).

A arteriosclerose é responsavel pelo maior indice de morbidade e mortalidade
que ocorre no mundo. Esta doenca ocorre inicialmente através do acumulo de
colesterol e proliferacdo de células musculares lisas no endotélio, que leva a sua
inflamacéo, endurecimento e espessamento da parede das artérias. Este fendmeno
originard uma placa fibrosa que se projeta para dentro do limen do vaso, levando a
uma série de complicacbes circulatérias (CORREA-CAMACHO; DIAS-MELICIO;
SOARES, 2007).

Nas sociedades ocidentais, a aterosclerose é causa primaria de 50% de todas
as mortes relacionadas com infarto do miocéardio e acidente vascular cerebral (AVC).
Contudo, paises como a Groenlandia, Islandia e Japéo tém baixa prevaléncia de
aterosclerose, principalmente entre os esquimaos, sugerindo uma forte relacdo com o
estilo de vida, dieta e composi¢do genética dos individuos (GOTTLIEB; BONARDI;
MORIGUCHI, 2005).

Entre os fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose estdo as
taxas elevadas de lipideos, principalmente as LDL (lipoproteinas de baixa
densidade), que tem ocupado um papel de destaque na etiologia da aterosclerose,
assim como a hipercolesterolemia, combinada com o crescimento dos niveis de
colesterol e triglicerideos (DURRINGTON, 2002; VILARINO; ESPER; BADIMON,
2004; GOTTLIEB; BONARDI; MORIGUCHI, 2005). Assim também como a
hiperlipidemia, hipertensdo, diabetes e tabagismo, que desempenham papéis

importantes na incidéncia e na progressao da doenca (ORR et al., 2005). Além de
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histérico familiar, sexo masculino, idade avancada e a dislipidemia (LICHTENFELS
et al., 2007; SANTOS; BORTOLOZO, 2008).

Para realizacdo de experimentos que envolvam espessamento da camada
subendotelial e possivelmente a formacdo da arteriosclerose, os coelhos s&o os
melhores modelos, devido & excrecdo lenta do colesterol exdgeno e
desenvolvimento da doenca de forma rapida, ocasionando lesées em regides da
aorta proximal, mais do que na distal. A aorta em coelhos pode apresentar superficie
afetada com formacdo de células espumosas na regido subendotelial, sem
ulceracao, necrose, fibrose ou trombose (STEHBENS, 1986).

Estudos experimentais mostraram que o0 uso da quitosana, por via oral,
promove a reducao dos niveis de colesterol e triglicerideos plasmaticos devido a sua
capacidade de se ligar aos lipideos da dieta, interferindo na absor¢do intestinal
dessas gorduras (KOIDE, 1998). O primeiro relato sobre a capacidade da quitosana
em reduzir colesterol foi provavelmente descrito por Sugano e colaboradores
(SUGANO et al.,1978) desde entdo, tém sido iniUmeros os relatos que atestam a

capacidade hipocolesterolémica da quitosana em animais.

Considerando o estudo de Hahn e Schwartz (2009), foi verificado que a
quitosana reduziu significativamente o ganho de peso de ratos induzido por dieta
rica em gordura; bem como diminuiu o peso hepético, melhorando assim a esteatose
hepatica, através da reducdo das concentracbes plasmaticas de triglicérides,
colesterol e &cidos graxos livres (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

Existem varios farmacos para tratamento de doencas cardiovasculares, como
as estatinas e as resinas (MARTINEZ-GONZALEZ; BADIMON, 2006). Para esta
pesquisa foi utilizada a quitosana, que ndo pode ser produzida endogenamente
pelos seres humanos, sendo obtida a partir da quitina por meio da desacetilacao
com alcalis (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Verificar os efeitos da quitosana na formacdo da doenca aterosclerotica,
através da inducao de dieta hiperlipidémica em coelhos e comparar estes efeitos aos

da rosuvastatina.

2.2 Objetivos Especificos:

Analisar os efeitos da quitosana e da rosuvastatina utilizando o modelo de
aterosclerose experimental de Bernardino (2008) em relacdo ao: peso, niveis
lipidicos séricos (colesterol total, fracdes e triglicerideo), glicemia, TGO, TGP, uréia e

creatinina.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Etiologia da Aterosclerose

Considerada uma patologia complexa, a aterosclerose ocorre em artérias de
grande e médio calibre, tendo como localizacbes as coronarias, carétidas e aorta
(HANSSON, 2001; MA et al., 2008; DIJK et al., 2010), sendo na aorta onde mais

surgem alteracdes aterosclerdticas precocemente (OLIVEIRA et al., 2004).

A lesédo aterosclerética € a anormalidade mais comum encontrada nas
artérias decorrente inicialmente de dois processos basicos: acumulo de colesterol e
a proliferagdo de células musculares lisas na tdnica intima, desenvolvendo-se,
portanto, sobre um substrato formado dessas células, leucocitos derivados do
sangue e de uma quantidade variavel de tecido conectivo formando uma placa
fibrosa que se projeta para dentro do limen modificando a tunica média e levando a
uma série de complicacdes circulatérias (CORREA-CAMACHO; DIAS-MELICIO;
SOARES, 2007).

O desenvolvimento da aterosclerose € lento, com inicio precoce a agressao
ao endotélio vascular devido a diversos fatores de risco como elevacdo de
lipoproteinas aterogénicas, hipertenséo arterial ou tabagismo e tem o ateroma, como
caracteristica do depdsito de lipideos na camada intima da artéria, (ARAB et al.,
2003; OLIVEIRA et al.,, 2004; JONGSTRA-BILEN, 2006; SPOSITO et al., 2007;
BRAGA; BARLETA, 2008; LAI et al.,2009).

A formacéo de lesdes e estreitamento luminal pode diminuir a luz das artérias
gradualmente, e assim romper, conduzindo a formacao de trombos e oclusdo da luz
arterial, sendo mais caracterizada pelo seu desenvolvimento focal em grandes
artérias de regides definidas, como bifurcacbes, que produz padrées de fluxo
complexo (HASTINGS et al., 2007; HAHN; SCHWARTZ, 2009). Frequentemente o
local mais afetado s&o as artérias que suprem o coracdo (RIBEIRO; SHIKATU
2004), sendo responsaveis por 95% das coronariopatias, 85% das claudicacdes
intermitentes dos membros inferiores e 75% dos acidentes vasculares cerebrais
(VENANCIO; BURINI; YOSHIDA, 2004).
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Observacdes fisiopatolégicas em seres humanos e animais levantam a
hipotese de que a aterosclerose € resultante de uma resposta do organismo a leséo
tecidual com enfoque para a disfuncdo endotelial. Evidéncias acumulam-se no
sentido de sugerir que a lipoproteina de baixa densidade (LDL) modificada pela
oxidagdo (LDL ox) é o principal fator envolvido no desencadeamento da leséo
(CORREA-CAMACHO; DIAS-MELICIO; SOARES, 2007).

O processo aterosclerdtico causa alteragcdo no funcionamento do endotélio
vascular, sendo considerado como extremamente dinadmico e progressivo resultante
da combinacdo entre a disfuncdo endotelial e a inflamacdo, (DENARDI; CASELLA
FILHO; CHAGAS, 2008; CHUMAEVA et al., 2010). Sendo um processo que esta
relacionado a uma resposta inflamatéria cronica da parede arterial, cuja progressao
€ mantida pela interacdo entre as lipoproteinas modificadas, macréfagos derivados
de mondcitos, linfécitos T e constituintes celulares normais da parede arterial que
contribuem para o crescimento e desenvolvimento da placa, e finalmente sua ruptura
(CHEN; CHANG; JIANG, 1999; COTTIN et al., 2001;MASSBERG et al.,, 2002;
CASTRO et al.,, 2004; HOWARD-ALPE; SEAR; FOEX, 2006; RAUDALES et al.,
2006; BALLINGER; OSMAN, 2007; LITTE; ZANDBERGEN; PLUTZKY, 2007;
ABDALLA; SENA, 2008; YUSOF; MILES; CALDER, 2008; HYAFIL et al., 2009;
DORNAS et al., 2010; TZIAKAS et al., 2010;).

3.2 Formacéo da Placa Aterosclerética:

A lesdo endotelial constitui o evento inicial do processo de formacédo da placa
aterosclerética e a aterogénese pode ser considerada como uma resposta
inflamatdria protetora & agressdo do endotélio. Como resultado da lesdo do
endotélio, mondcitos sanguineos sao quimiotaticamente atraidos para a parede da
artéria, penetrando no espaco subendotelial onde, através de complexos processos,
transformam-se em macréfagos (FRANCOSO; COATES, 2002). Ha ainda liberacéo
de mondcitos e linfécitos T, e proliferacdo de células musculares lisas levando ao
espessamento da parede arterial e consequente processo de remodelacdo que visa
melhorar a luz do vaso para melhor irrigacdo distal a leséo. Essa lesdo passa a

apresentar uma capsula fibrosa com nucleo de tecidos necrosados e lipidios,
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levando assim a lesdo a estidgios mais avancados (SUNG; FRIEDLANDER;
KOBASHIGAWA, 2004).

Em sua fisiopatologia, segundo Wilmore e Costill (2001) o surgimento da
arteriosclerose ocorre a partir do momento que um irritante sanguineo lesa ou
arranha a parede arterial e expde o tecido conjuntivo subjacente, desta forma as
plaguetas e os mondcitos circulantes sdo entdo atraidos ao local da lesdo e aderem
ao tecido conjuntivo exposto. As plaquetas liberam uma substancia denominada
fator do crescimento derivado da plagueta (PDGF), que promove a migracao das
células musculares lisas da tunica média para a tunica intima. Uma placa composta
basicamente por células musculares lisas, tecido conjuntivo e residuos formam-se
no local da lesdo. A medida que a placa cresce, ela estreita a luz arterial e impede o
fluxo sanguineo adequado. Os lipideos séricos, especificamente as LDL sé&o
depositados na placa. Quando pedacos da placa sao desprendidos, podem iniciar a

formacao de coagulos que se alojam em outras partes do vaso.

Dessa forma, a placa de ateroma € formada por depdsitos de gordura,
principalmente de colesterol, na camada intima da artéria e que tem sua formacgéo
iniciada por lesdes endoteliais decorrentes dos fatores de risco aos quais o individuo
estd exposto. Um aumento da espessura da camada intima € observado, podendo
sofrer deposicdo de sais de calcio, produzindo diferentes graus de calcificacdo
distrofica que recebem o nome de ateromas (SUNG; FRIEDLANDER,;
KOBASHIGAWA, 2004).

A placa aterosclerética plenamente desenvolvida é constituida por elementos
celulares, componentes da matriz extracelular e nucleo lipidico. Estes elementos
formam na placa aterosclerética, o nucleo lipidico, rico em colesterol e a capa
fibrosa, rica em colageno. As placas estaveis caracterizam-se por predominio de
colageno, organizado em capa fibrosa espessa, escassas células inflamatérias e
nacleo lipidico de proporgbes menores. As instaveis apresentam atividade
inflamatoria intensa, especialmente nas suas bordas laterais, com grande atividade
proteolitica, nacleo lipidico proeminente e capa fibrética ténue. A ruptura desta capa
expde material lipidico altamente trombogénico, levando a formagéo de um trombo

sobrejacente. Este processo, também conhecido por aterotrombose, € um dos
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principais determinantes das manifestacdes clinicas da aterosclerose (SPOSITO et
al., 2007).

Localiza-se preferencialmente na aorta abdominal, nas artérias coronarias, no
segmento arterial ilio-femoral e na regido encefalica; nas artérias carétidas internas
e nas artérias do poligono de Willis, poupando as artérias dos membros superiores,
as mesentéricas e renais, a excecdo dos seus o6stios (BECKSTROM et al., 2007).
Estudos sugerem duas fases interdependentes na evolucdo da aterosclerose: na
primeira fase predomina uma formacdo anatbmica de lesdo aterosclerética sob
influéncia dos fatores de risco aterogénico e que leva décadas para evoluir. Devido a
sua histoéria insidiosa, sua evolucdo, comumente, ndo traz manifestacdo clinica
severa. A segunda fase, conhecida como trombogénica, determina a formacao
aguda de trombo sobre a placa aterosclerética e esta envolvida nos eventos agudos
coronarios como infarto do miocéardio, angina instdvel e morte subita, que é
geralmente desencadeada por desestabilizacdo da placa aterosclerdtica com
reducado significativa e abrupta da luz do vaso devida a formacé&o local do trombo
(FUSTER, 1994).

3.3 Dislipidemia e Aterosclerose

A dislipidemia, condicdo na qual ha concentracbes anormais de lipidios ou
lipoproteinas no sangue, é um fator de risco importante para o desenvolvimento de

complicacBes da aterosclerose (ROMALDINI et al.,2004).

Os niveis de colesterol plasméticos variam conforme a idade e sexo, iniciando
sua producdo com o nascimento, mostrando leve depressdo na adolescéncia e
sofrendo elevacdo na idade adulta, as mulheres costumam apresentar menores
niveis de colesterol, quando comparados a homens da mesma idade (MELO; FREZ,
E.; FREZ, M., 2008). A concentracdo das lipoproteinas LDL e HDL, na corrente
sanguinea, além de estar relacionada com o perfil genético, também sao
influenciadas por habitos alimentares (GIROLD, 2007; KOLANKIEWICZ; GIOVELLI,
BELLINASO, 2008).

Entre as lipoproteinas (fracdes do colesterol total), a de baixa densidade “Low
Density Lipoprotein (LDL colesterol)”, tem sido apontada como a mais importante
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constituinte da composicdo do ateroma. Por outro lado, a de alta densidade “High
Density Lipoprotein (HDL colesterol)’, atuaria no transporte reverso do colesterol,

diminuindo ou estagnando a formacéo da placa (MARTINS et al.,1996).

As dislipidemias primarias ou sem causa aparente podem ser classificadas
genotipicamente ou fenotipicamente através de analises bioquimicas, considera os
valores do CT, LDL, TG e HDL. Compreendem quatro tipos principais bem definidos
em hipercolesterolemia isolada, hipertrigliceridemia isolada, hiperlipidemia mista e
diminuicdo isolada do HDL ou associada ao aumento dos triglicerois ou LDL
(CASTRO et al., 2004; CHACRA; DIAMENT; FORTI, 2005).

Um dos primeiros eventos na patogenia da aterosclerose € o acumulo de LDL
(lipoproteina de baixa densidade) na camada intima. Esta proteina fica retida neste
local por se ligar a certos proteoglicanos da matriz extracelular. Por estar afastada
dos antioxidantes plasmaticos, torna-se propensa a sofrer reacdes de oxidacao,
tanto da sua porcdo lipidica como a sua porcdo protéica. As particulas de LDL
oxidado podem aumentar a expressdo de moléculas de adesdo leucocitaria na
superficie das células endoteliais, como VCAM-1, o ICAM-1 e a P-selectina. Além
disso, possuem propriedades quimiotaticas e estimulam o endotélio a secretar
citoquinas, como a IL-1 (interleucina 1) e o TNF-alfa. Estes fenbmenos estdo
relacionados com o acumulo lipidico na camada intima com recrutamento de
leucécitos que é um processo fundamental da patogénese da aterosclerose. A
adesdo de leucécitos ao endotélio também € influenciada por fatores
hemodinamicos. O fluxo laminar de sangue € capaz de suprimir (talvez pelo
aumento da producdo endotelial de Oxido nitrico) a expressdo das moléculas de
adeséao, enquanto que o fluxo turbulento ndo tem essa capacidade. Isto justifica por
gue as placas de ateroma predominam em regides de bifurcacéo arterial (FRUEBIS
et al., 1999; RODRIGUES et al., 2003).

Existe evidéncia que os niveis elevados de CT, LDL e triglicerideo, assim
como os niveis baixos de HDL aumentam o risco cardiovascular, entre os fatores de
risco o mais importante sdo os bioquimicos, como lipideos e marcadores de
inflamac&o (CARVAJAL; ANGULO, 1997; FREITAS, 2004; SHI et al., 2005; MELO;
FREZ, E.; FREZ, M., 2008; YUSOF; MILES, CALDER, 2008; KUNSTMANN;
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GAINZA, 2009). Portanto o HDL exerce efeito protetor contra o desenvolvimento da
aterosclerose, contribuindo para o transporte reverso de colesterol das células para
o figado, inibicdo da oxidacdo e agregacédo da LDL e prevencdo do dano vascular
causado pelas LDL oxidadas, promovendo uma diminuicdo na morbimortalidade da
doenca arterial coronariana (GIROLDO; ALVES; BAPTISTA, 2007; SANTOS;
BORTOLOZO, 2008).

3.4 Dieta Hiperlipidémica e Aterosclerose

Estudos populacionais tém mostrado estreita correlacao entre hiperlipidemia,
aterosclerose, doenca coronaria e dieta. A interrelacdo é complexa e, como ha
consideravel variacdo entre os individuos, outros fatores devem estar envolvidos.
Contudo, a evidéncia sugere, basicamente, a existéncia de distlrbios nutricionais
(CAMPO; CARVALHO, 2007).

A dieta gordurosa com &cido graxo saturado, € um importante fator que eleva
o nivel de LDL, assim a hiperlipidemia est4d associada com a aceleracdo da
aterosclerose, de modo que a substituicdo isocaldrica dos acidos graxos saturados
por acidos graxos poli-insaturados reduz os niveis do CT e o LDL plasmaticos
(COTTIN et al., 2001; SPOSITO et al., 2007; WAQAR et al., 2010). Desta forma os
padrbes dietéticos estdo relacionados com as doencas cardiovasculares, sendo
associadas a alimentacdo, principalmente com ingestao elevada de lipidios e
colesterol (CASTRO et al., 2004).

O colesterol plasmatico em coelhos da raca Nova Zelandia é baixo, numa
média de 1,3 mmol/1, mas pode aumentar até 2-8 vezes apds a administracdo de
uma dieta enriquecida com 0,1-2% de colesterol, dentro de 20 dias (FINKING;
HANKE, 1997). Como coelhos tém sido utilizados vastamente para estudar o
desenvolvimento de aterosclerose em humanos, pelo rapido desenvolvimento das
lesbes produzidas com suplemento de colesterol na dieta, alcangando
hipercolesterolemia moderada com niveis de colesterol plasmaticos na faixa de 200
a 800 mg/dl, podendo ser superior a 1.000 mg/dl que causa lesdo (SUZUKI,
YEUNG; IKENO, 2008; DORNAS et al., 2010), por terem baixa concentracéo
plasmatica de colesterol total e lipoproteinas HDL como dominante, o VLDL passa a
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ser a principal classe de lipoproteinas plasméticas, quando expostos a dieta rica em
colesterol (SINGH; RAY, 1994).

O coelho (Oryctolagus cuniculus) é filogeneticamente o parente mais préximo
dos roedores e tem sido utilizado para a investigagdo da patogénese e tratamento
de muitas doencas humanas incluindo a aterosclerose (CONSTANT, 2004; ZHANG,;
XU; LI, 2009), quando alimentados com dietas ricas enriquecida em gordura
saturada aumentam os niveis plasmaticos de colesterol devido a lenta excrecdo de
colesterol exdgeno (IHARA et al., 1998; LANCELLOTTI et al., 2010), este aumento
significativo na concentracdo de colesterol plasmatico € devido a alimentacdo com
racdo suplementada com gema de ovo (JALDIN et al.,, 2006), pois cada ovo de

galinha apresenta concentracdo de colesterol de 956 mg/dl (RAMALHO et al., 2007).

A primeira vez que aterosclerose foi induzida em coelhos alimentando-os com
gema de ovo e colesterol puro teve resposta em algumas semanas de dieta: a aorta
de 90% dos coelhos apresentou placas acinzentadas semelhantes as das coronarias
de homens vitimas de infarto do miocardio. Posteriormente, o autor concluiu que o
colesterol ndo era o Unico responsavel pelos aparecimentos das placas
ateroscleroticas, uma vez que repetiu 0s experimentos em ratos e cachorros e nao
obteve o mesmo resultado (ANITSCHKOW; CHALATOW ,1913).

Segundo Martinello (2006) o coelho foi o primeiro modelo de animal usado na
pesquisa da aterosclerose. Acrescenta ainda que esta espécie possui um
metabolismo lipoprotéico muito semelhante ao de humanos, exceto por sua
deficiéncia na lipase hepética. Devido a facil absorcéo, os coelhos respondem muito
bem a dieta altamente gordurosa ou colesterolémica e desenvolvem lesdes em curto
periodo de tempo. No entanto, as les6es contém mais gordura e macréfagos que as
de humanos e os niveis plasmaticos de colesterol sdo extremamente altos, diferente
dos humanos. Luz, Laurindo e Chagas (2003) acrescentam que estudos
experimentais demonstraram que, em animais submetidos a dieta
hipercolesterolémica, a reatividade vascular encontra-se diminuida em cerca de dez

semanas apos a instituicdo da dieta.
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O modelo experimental em roedores € frequentemente usado para avaliar 0s
efeitos hipolipemiantes de muitos compostos naturais e sintéticos, contudo, nem
todas as espécies apresentam o metabolismo lipoprotéico comparavel ao de
humanos (MARTINEZ-GONZALES; BADIMON, 2006).

Em 2008, Bernardino testou com sucesso uma dieta experimental baseada
em gema de ovo, para a producdo de aterosclerose experimental em coelhos
albinos Oryctolagus cunicullus, descrevendo em detalhes o procedimento. Esta dieta
foi tdo eficaz quanto modelos amplamente descritos que utilizam colesterol puro

dissolvido em peletas ou administrado por qualquer outra forma.
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4 QUITOSANA

Os nutracéuticos sdo alimentos potencialmente saudaveis que desenvolvem
um papel na manutencao de bem-estar humano, melhorando a saide (MASSARO et
al.,2010). Essa variedade de produtos ndo pode ser verdadeiramente classificada
como alimentos, estdo entre um hibrido de “nutrientes” e “farmacéuticos” definidos
como: uma substancia que pode ser um alimento ou parte de um alimento que
proporciona beneficios medicinais (ANDLAUER; FURST, 2002; LIRA et al., 2009), e
podem ser classificados como fibras dietéticas, acidos graxos poli-insaturados,
proteinas, peptideos, aminoacidos, minerais e antioxidantes (MORAES; COLLA,
2006).

Quitosana é um polissacarideo derivado da quitina (copolimero de [-(1—4)-
D-glucosamina e B-(1—4)-N-acetil-D-glucosamina), que €é encontrada em
abundéancia na natureza, principalmente em carapaca de crustaceos. Devido ao
carater basico, atribuido a presenca do grupamento amina nas unidades repetidas, e
a sua biodegradabilidade, esses dois polimeros vem despertando bastante interesse
de cientistas e tecndlogos, que tém descoberto diversas aplicacdes, especialmente
na area biomédica (CANELLA; GARCIA, 2001).

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza depois da
celulose, sendo o principal componente do exoesqueleto de crustaceos e insetos;
sua presenca ocorre também em nematdides e parede celular de fungos e
leveduras. A quitosana pode ser obtida a partir da quitina por meio da desacetilacédo
com &lcalis, podendo também estar naturalmente presente em alguns fungos, como
agueles pertecentes aos géneros Mucor e Zygomicetes (SILVA; SANTOS;
FERREIRA, 2006).

A quitosana ndo é soluvel em agua, mas forma gel em pH estomacal,
comportando-se, desta forma, como as demais fibras hidrossollveis (CRAVEIRO,
Afranio; CRAVEIRO, Alexandre; QUEIROZ, 2003). E considerada uma fibra
dietética, uma vez que possui uma estrutura quimica muito semelhante a celulose,
nao sendo também digerida pelas enzimas digestivas (EBIHARA; SCHNEEMAN,
1982; MAEZAKI ; TSUJI; NAKAGAWA, 1993; MUZZARELI, 1983;).
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Partindo do principio que derivados de quitina e quitosana podem ser
preparados a fim de se melhorar sua solubilidade em agua, as aplicacdes destes
polimeros podem aumentar significativamente (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

4.1 Efeitos da Quitosana

Dietas ricas em fibras alimentares promovem efeitos benéficos para a saude
do homem, tendo sido verificado que alimentos ricos em fibras solGveis apresentam
importante efeito no metabolismo da glicose e de lipidios (PERIAGO et al., 1993;
GREGORIO; AREAS; REYES, 2001).

A relagdo entre fibra e dislipidemia tem sido relatada como um fator
importante sobre 0s niveis de colesterol, os quais sdo reduzidos a partir da adicédo
de fibra na dieta (KRITCHEVSKY; STORY, 1986; JENKINS et al., 1998; DERIVI;
MENDEZ, 2001). A reducdo na absorcdo de &cidos biliares, devido a ligacdo dos
mesmos com a fibra no Iimen intestinal, € um possivel mecanismo pelo qual as
fibras alimentares reduzem os niveis de lipidios séricos (KRITCHEVSKY; STORY,
1986). Estudos sugerem, ainda, que o propionato, produzido pela fermentacéo
bacteriana das fibras no colon, pode exercer um controle na sintese do colesterol
(BERGMAN, 1990).

Maezaki et al. (1996) relataram o efeito hipocolesterolemiante de quitosana
em seres humanos, pela primeira vez e descobriu que a quitosana tem efetiva
diminuicdo dos niveis de lipidicos no plasma sem efeitos colaterais (XIA et al., 2011).
Em particular, a quitosana pode diminuir a concentragdo de colesterol no soro e
figado (KIM et al.,1997).

Ela tem a capacidade Unica de reduzir o colesterol LDL enquanto aumenta o
colesterol HDL. Testes laboratoriais realizados em ratos mostraram que a quitosana
deprime os niveis de colesterol no soro e no figado de ratos alimentados com
colesterol sem afetar o desempenho, peso do 6rgdo ou da natureza das fezes
(HENNEN, 1996).

Lehoux e Grondin (apud KIM et al., 1997) relataram que 7,5% de quitosana

(que tem um peso molecular de 70 kDa), desempenha um papel na manutencao da
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homeostase do colesterol hepatico. No entanto, ndo h& quaisquer outros relatorios
sobre os efeitos da quitosana sobre as fun¢des do figado em outros animais (KIM et
al.,1997).

O figado desempenha um papel central no metabolismo das lipoproteinas.
Além da producdo de varias apolipoproteinas; o figado também produz enzimas e
receptores envolvidos no metabolismo das lipoproteinas tais como 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima-A redutase (HMG-CoA), e o receptor de lipoproteina de baixa
densidade. A funcdo especifica do receptor de LDL é remover as particulas de

lipoproteinas ricas em colesterol da circulacéo (XU et al., 2007).

Um estudo publicado no American Journal of Clinical Nutrition constatou que
a quitosana é tdo eficaz em mamiferos como cholestryramine (um medicamento
hipolipemiante) no sangue controlando o colesterol sérico sem os efeitos
secundarios deletérios tipicos de cholestryramine. A diminuicdo dos niveis de
colesterol no sangue € cerca de 66,2 por cento apos o uso de quitosana (HENNEN,
1996).

A quitosana tem sido sugerida para reduzir absorcédo de gordura a partir do
trato gastrointestinal através da ligacdo com os grupos carboxilo anionicos das
gorduras e os acidos biliares, além de interferir com a emulséo de lipidos neutros
(isto €, o colesterol, outros esterdis), ligando-os com ligacdes hidrofébicas (YLITALO
et al., 2002). A inibicdo da absorcdo do colesterol reduz a absor¢do do colesterol
dietético, mas o mais importante é que a quitosana previne a reabsorcdo do
colesterol biliar, que seré eliminada nas fezes (COHEN, 2004). Administrado por via
oral a quitosana liga-se a gordura no intestino, bloqueando a absorcéo, e tem sido
demonstrada a diminuicdo do colesterol plasméatico em animais e humanos
(OMROD; HOLMES; MILLER, 1998).

Houve também muitos relatos sobre efeitos anticAncer, antimicrobianos e
efeitos imunorreativos apdés 0 uso de quitosana. Muito interesse tem sido

concentrado em aplicacdes de quitosana em na area biomédica (KIM et al.,1997).
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4.2 Rosuvastatina

O tratamento da arteriosclerose se da através de farmacos anti-
hiperlipidémicos e tém como alvo o problema dos lipidios séricos elevados com
intervencdes complementares, alguns destes agentes diminuem a producéo dos
carreadores lipoprotéicos de colesterol e triacil-glicerol, enquanto outros aumentam a
degradacéo de lipoproteinas. Outros, ainda, aumentam diretamente a remocéo de
colesterol do organismo. Estes farmacos podem ser usados isoladamente ou em
combinagfes, mas estdo sempre acompanhados da necessidade de dieta
significativamente pobre em lipidios, especialmente o colesterol e gorduras
saturadas, e o contetdo calérico da dieta deve ser acompanhado rigorosamente
(HARVEY; CHAMPE, 1997).

As principais classes de substancias utilizadas clinicamente sdo: as estatinas
inibidoras HMG-CoA redutase (sinvastatina, lovastatina, pravastatina e
atorvastatina), fibratos (bezafibrato, ciprofibrato, genfibrozila, fenofibrato e clofibrato),
resinas de ligacdo de acidos biliares (colestiramina e colestipol), &cido nicotinico,
probucol e 6leo de peixe 6mega 3 (RANG et al., 2004).

Estudos clinicos randomizados realizados nos Uultimos anos, tanto com
prevencdo primaria quanto com prevencdo secundaria, demonstraram que as
estatinas reduzem a incidéncia de eventos isquémicos coronarianos, a necessidade
de revascularizacdo miocardica, a mortalidade cardiaca e o acidente vascular
cerebral. Demonstrou-se também que o maior beneficio em termos de risco absoluto
foi observado em pacientes com maior risco para a ocorréncia de doenca arterial
coronariana (CHAGAS; GALVAO, 2007).

Trata-se de um grupo farmacoldgico amplamente utilizado para o tratamento
da hipercolesterolemia, sdo as estatinas substancias que atuam inibindo a HMG-
CoA redutase, enzima que limita a velocidade na sintese do colesterol. Este grupo
farmacoldgico é eficaz no tratamento da hipercolesterolemia e possui uma excelente
tolerabilidade na populagéo de dislipidémicos (HARVEY; CHAMPE, 1997; RANG et
al., 2004; SILVA, 2010).



28

Jorge et al (2005) realizaram um experimento sobre o efeito das estatinas
atorvastatina, fluvastatina, pravastatina e sinvastatina sobre a fungédo endotelial, a
peroxidacao lipidica e a ateroslcerose aortica em coelhos hipercolesterolémicos
utilizando 0,5 de colesterol na dieta durante 45 dias, e concluiram que todas as
estatinas tiveram efeito significante e similar em reduzir a peroxidagéo lipidica nas
LDL e na parede arterial, na regressdo da aterosclerose adrtica e na reversao da
disfuncdo endotelial, na reducdo do colesterol total plasmatico, no teor de

malonodialdeido na parede arterial.

Estudos recentes tém comparado a eficAcia da rosuvastatina com as
estatinas existentes no mercado. Isto é possivel porque as estatinas possuem um
perfil de resposta previsivel em relacdo a reducdo de LDL-c, 0 que permite que a
efichcia de diferentes estatinas seja diretamente comparada. Para os agentes
disponiveis no mercado, as reducdes nos niveis de LDL-c variam de 20% a 25%
para a fluvastatina e 39% a 60% para a atorvastatina. Além disso, a relacéo
dose/resposta para todas as estatinas € bastante previsivel, com cada dobro da

dose de uma dada estatina ocasionando uma reducao adicional de LDL-c de 7%.

Em todos estudos com a rosuvastatina, o uso desta medicacdo determinou
uma maior porcentagem de pacientes que atingiram as metas preconizadas para o
LDL-c, com uso de doses menores para o alcance de tal objetivo (CHAGAS;
GALVAO, 2007).

4.3 Efeitos da Rosuvastatina

As estatinas séo inibidores da HMG-Co0A redutase, uma das enzimas chave
na sintese intracelular do colesterol. Sua inibicdo reduz o conteudo intracelular de
colesterol e, como consequéncia, h4 aumento do nimero de receptores de LDL nos
hepatocitos que entdo removem mais VLDL, IDL e LDL da circulagdo para repor o
colesterol intracelular. Estes medicamentos reduzem o LDL-c de 15% a 55% em
adultos. A duplicacdo das doses acrescenta em média 6% na reducdo de LDL-c.
Reduzem os TG de 7% a 28% e elevam o HDL-c de 2% a 10%.

A diminuicdo de colesterol plasmatico é acompanhada pela reducdo dos

niveis de LDL. Apesar da importancia deste mecanismo no efeito
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hipocolesterolémico, as estatinas também induzem o aumento de receptores LDL,
onde a lipoproteina LDL se fixa no tecido hepatico, ocorrendo depuracdo de
particulas com apo B-100, por endocitose. O aumento de atividade dos receptores
de LDL hepatico € um dos fatores mais importantes para diminuicdo dos niveis de
LDL plasmatico. Por esta razdo os inibidores de HMG-CoA redutase possuem dupla
acdo, diminuem a biossintese de colesterol e causam aumento do numero de
receptores LDL hepatico, aumentando a remocdo de IDL e LDL circulantes
(CAMPO; CARVALHO, 2007).

As estatinas reduzem a mortalidade cardiovascular e a incidéncia de eventos
isquémicos coronarios agudos, necessidade de revascularizacdo do miocéardio, AVC

(grau de recomendacéo | e nivel de evidéncia A) (SPOSITO et al., 2007).

Ainda que inicialmente as estatinas se introduziram no mercado como
farmacos para diminuir o colesterol, estas possuem multiplas atividades
ateroprotetoras independentes como: melhorar a disfuncdo endotelial, inibir a
inflamacédo vascular, inibir trombose, além de diminuir o estresse oxidativo. Essa
acOes sdo conhecidas como efeitos pleiotropicos das estatinas, pois os beneficios
ndo sao observados apenas em pacientes hiperlipidémicos, mas também, nos
pacientes normolipidémicos (MENNICKENT et al., 2008).

Os efeitos adversos sao raros durante tratamento com estatinas. Os mais
graves, como hepatite, miosite e rabdomiolise, sdo observados ainda mais
raramente. No entanto, para identificar possiveis efeitos adversos recomenda-se a
dosagem dos niveis basais de creatinofosfoquinase (CK) e de transaminases
(especialmente de ALT) e a repeticdo na primeira reavaliacdo ou a cada aumento de
dose (SPOSITO et al., 2007).
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5 MATERIAL E METODO
5.1 Amostra

O experimento foi realizado apos aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de Alagoas (protocolo de pesquisa
n® 74 - A).

Foram utilizados 24 coelhos albinos, da raca Nova Zelandia adultos e
machos. Os animais foram desmamados apds 40 dias, sendo nessa época
admitidos ao experimento com peso que variou entre 1,5Kg e 1,6Kg, alimentados
com racao Socil® e agua ad libitum. Quando os animais atingiram entre 7 e 8 meses
iniciou-se o0 experimento, apesar de serem criados nas mesmas condi¢des e local,
em gaiolas individuais, nessa época, o peso variou entre 2250 e 4200 g. Estes
coelhos ficaram no biotério da Universidade Estadual de Ciéncias da saude de
Alagoas - UNCISAL, a temperatura e luz natural onde foram acompanhados por

médica veterinaria antes e durante o experimento.

O tamanho da amostra foi definido baseado na maioria dos protocolos

internacionais que utilizam esse modelo experimental.

Se aplicarmos o calculo do tamanho da amostra, quanto maior o valor de p (1
— p) maior sera o tamanho da amostra. Nao dispondo de qualquer informacgéo sobre
o valor de p, usa-se p = 0,05 e assim trabalhando-se com uma amostra de tamanho
grande, h&4 maior seguranca nos resultados encontrados. Dessa forma foi utilizado p
= 0,05, ou seja, intervalo de confianca de 95% para populacéo infinita seguindo a

formula:n =z°[p (1-p)/€e?].
5.2 Randomizacao da Amostra

Os animais foram randomizados por sorteio, pesados e alocados em quatro
grupos, cada um com seis animais, sendo denominados de G1 (Grupo controle), e
Grupos teste a saber: G2, G3 e G4. Assim, foi determinado um coelho por gaiola. Os
coelhos foram pesados com uma balanca digital de precisdao Marte®, modelo AS

5000 C com carga maxima de 5 kg e minima 5 g. Para evitar a mistura de animais
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durante as manipula¢des, cada animal foi marcado com um numero na face interna

da orelha esquerda, através de pincel atbmico de cor preta.

O peso da racdo em 200 g foi baseado em estudos anteriores (MARTINEZ-
GONZALE; BADIMON, 2006; BERNADINO, 2008), onde foi pesada e oferecida pela
manha e deixada a disposi¢do do animal. A descricdo dos grupos randomizados é

descrita a seguir:

a) Para o grupo G1 (grupo controle) era deixada ad libitum 200g de racao
Socil® que tem a composi¢cdo basica necesséaria ao animal: proteina
bruta (15%), extrato etéreo (2,5%), matéria fibrosa (16%), matéria
mineral (10%), célcio (2,5%), fésforo (0,42%), umidade (13%),
carboidrato (31,58%). Como os coelhos s&o roedores, necessitam de
racdo em forma de peletas, quando a ragdo nao tinha mais esta forma,
era desprezada e substituida por nova.

b) O grupo G2 foi alimentado com 200g da mesma (ad libitum) racéo do
grupo controle, juntamente com 20mL de gema de ovo de galinha
Carnauba® associado a Rosuvastatina célcica (2,5mg / 5mL / dia).

c) O grupo G3 foi alimentado nas mesmas condicbes do grupo G2,
diferenciando apenas a substituicdo da Rosuvastatina pela Quitosana
(100 mg / 5mL / dia) via oral por sonda orofaringica de nelaton.

d) O grupo G4 foi alimentado com 200g da mesma reacdo do grupo
controle, juntamente com 20 mL de gema de ovo de galinha

Carnauba®.

A administracdo de gema, bem como da rosuvastatina célcica e quitosana
nos animais dos grupos 2, 3 e 4, foi realizada com sondagem orofaringica, através
de sonda de nelaton niumero 18 conectada a uma seringa descartavel de 10mL. A
rosuvastatina céalcica e a quitosana, foram administrada uma vez ao dia. A dieta

complementar foi preparada diariamente, durante 100 dias.

Para todos os grupos, foi oferecida diariamente, 200 gramas de racao e agua

ad libitum, havendo sobra, a dieta era novamente complementada até 200 g.
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5.3 Preparo e Administracdo da Dieta Aterogénica

O preparo da dieta foi diario para evitar contaminacdo dos animais ou do
alimento. Antes da sondagem orofaringica, o ovo era lavado com hipoclorito de
sodio diluido em agua e deixando-os durante 5min imersos nessa solugdo. A
retirada da gema foi realizada com a ajuda de uma colher em seguida foi separada a
gema da clara em um recipiente plastico. Utilizando uma seringa de 20mL retirou-se
10mL de gema. A administracdo foi realizada utilizando uma sonda que foi
introduzida na cavidade oral, de forma que ao ser injetada, o animal deglutia
espontaneamente, evitando assim pneumonia quimica. O animal foi mantido em
posicédo inclinada (com a cavidade bucal e patas para cima) por tempo de 3 minutos

para garantir a ingestdo da dieta.

Como o coelho tem um metabolismo lento, para evitar problemas
gastrointestinas e 6bitos, a gema era administrada em duas tomadas, ou seja, 10 mL

pela manha e mais 10 a tarde.

O grupo de pesquisa encaminhou gemas de ovo para analise do Instituto de
Tecnologia de Alimentos do Estado de S&o Paulo, cuja composi¢cdo encontra-se

anexa.

A rosuvastatina calcica e a quitosana, também foram injetadas com a
utilizacdo de uma seringa de 10mL acoplada a uma sonda de nelaton nimero 18,

por via oral , semelhante ao processo realizado com a gema
5.4 Dosagem Bioquimica

Foi realizada andlise bioquimica do sangue apés jejum de 12 a 14 horas em
todos os coelhos, para verificacdo de suas taxas de colesterol Total, HDL, VLDL,
LDL, lipideos totais, bem como de triglicerideos. O procedimento foi realizado 4
vezes (Um dia antes do experimento (Inicio), dias 33, 66 e 99) em todos os animais.
O sangue foi coletado na artéria auricular central, com seringa de 10 mL e
armazenado para analise em tubos de ensaio de 5 mL sem anticoagulante. Ao fim

da coleta amostras eram encaminhadas ao laboratério de patologia e medicina
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laboratorial (CPML) onde foram centrifugadas e seguiu o procedimento operacional
padréo para analise do colesterol total e fragdes.

Figura 1 — Coleta de material na artéria auricular central

Fonte: Autor. Acervo pessoal, 2012.
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Figura 2 — Detalhe da artéria auricular central

Fonte: Autor. Acervo pessoal, 2012,

5.5 Eutanésia

Ao término do experimento os coelhos foram submetidos a eutanasia (100°
dia). Para tanto, foi realizada inicialmente anestesia geral (Xilazina a 2% - Rompum®
— e Quetamina a 5% - Ketalar®), via intramuscular. Com o animal profundamente
sedado e anestesiado, foi aplicado lentamente 10mL de cloreto de potassio 19,1%,
via endovenosa, monitorando o0 animal até o Obito, (este procedimento era
acompanhado pela veterindria responsavel), respeitando a recomendacgdo do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, resolucdo n® 714 Art. 13, de 20 de junho
de 2002.

Cada animal foi submetido a procedimento para a retirada de fragmento das
artérias carotidas comuns (direita e esquerda) préximo de sua bifurcacao, do arco
aortico e as artérias femorais (direita e esquerda); para isto foi realizada a incisdo

mediana cervico-toraco-abdominal, bem como na face medial de cada coxa e cada



35

animal foi dissecado por planos até expor os vasos para a retirada dos fragmentos
que foram limpos e fixados com formaldeido a 10%. Os vasos retirados serdo
posteriormente analisados e submetidos a rotina histologica para microscopia de luz

e coradas com Tricrbmico de Masson.

O figado de cada animal também foi retirado e analisado macroscopicamente,

para verificar e esteatose hepatica em cada grupo estudado.
5.6 Anélise Estatistica

Os resultados foram analisados através da estatistica descritiva usando como
ferramenta software GraphPad Prism (versdo 5.0). Os dados desta analise foram
expressos em média + erro padrdo da média (EPM). Primeiramente foi feito o teste
de normalidade em cada grupo (G1, G2, G3 e G4), para verificar se os dados
seguem ou nao a distribuicdo normal. Para comparacdes entre os grupos (G1, G2,
G3 e G4) foi utilizado One-wey ANOVA, seguido do pés-teste de Newman-Keuls.
Para saber se existiam ou ndo diferencas significantes entre as médias, foi adotado

o nivel significancia de 95% (p<0,05).

Para facilitar a analise e visualizacdo, os resultados sdo apresentados a
seguir em forma de graficos. O termo “Inicio”, foi utilizado para o dia anterior a

administracdo das dietas experimentais (véspera do experimento).

A analise dos dados, foi realizada utilizando-se One-wey ANOVA, seguido do
pés-teste de Newman-Keuls. Para saber se existia ou ndo diferenca significante

entre as médias, foi adotado o nivel significancia de 95% (p<0,05).

Os testes foram realizados calculando-se média + erro padrdo da média.
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6 RESULTADOS
6.1 Peso dos Animais

Os animais ndo apresentaram diferencas perceptiveis no que se refere ao
peso, permanecendo com aspecto saudavel. O manejo destes foi e eficiente e o
aumento de lipidios em sua alimentacdo demonstrou alteracdes aparentes antes da
eutanasia e dissecacdo. Durante o experimento, observou-se aumento do peso
similar entre os grupos, e nao houve diferenga significante entre estes ao final da

administracdo das dietas, conforme gréficos a seguir.

Grafico 1 — Distribuicdo do peso dos coelhos na véspera, 33, 66 e 99 dias de
experimento.

INiCIO 33 DIAS
& e . Ea Gl
B3 G2 # B3 G2
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@m G4 I mm G4
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% I l @ s I l @ cs

Fonte: Autor. Dados da pesquisa, 2012.

Nota: Peso (g) de G1 (controle racdo), G2 (gema + rosulvastatina), G3 (gema + quitosana) e G4
(controle gema) no inicio, 33, 66 e 99 dias de protocolo experimental. Resultados expressos em
média + E.P.M., (n =6). ***P<0,001 e *P<0,05 vs. G4 "*P<0,001 e *P<0,05 vs. G3; "'P<0,001 e
‘P<0,05 vs. G2. One-wey ANOVA, seguido de Newman-Keuls.

Observa-se que, no inicio do experimento, ndo houve diferenca significante
no que se refere ao peso. Sendo que apenas o Grupo G1 (Racado) teve ganho de
peso durante 0 experimento, 0s demais grupos se mantiveram com peso

relativamente estavel.
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Conforme esperado, os grupos alimentados com gema de ovo de galinha
apresentaram menor ganho de peso, o que foi significante em comparac¢do ao grupo

G1 e ndo significante ao se compararem aos demais grupos (G1, G2 e G3).
6.2 Taxas de colesterol total e fragdes

Os graficos abaixo mostram a concentracdo seérica de Colesterol Total, assim
como o LDL, VLDL, HDL e Triglicerideos dos coelhos, antes e durante o

experimento.
6.2.1 Colesterol Total

Gréfico 2 — Valores da taxa de colesterol total dos grupos no inicio do experimento,
33, 66 e 99 dias.
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Fonte: Autor. Dados da pesquisa, 2012.

Nota: Colesterol Total (mg/dL) de G1 (controle racdo), G2 (gema + rosuvastatina), G3 (gema +
quitosana) e G4 (controle gema) no inicio, 33, 66 e 99 dias de protocolo experimental. Resultados
expressos em média + E.P.M., (n =6). *P<0,05 e **P<0,01 vs. G4; #¥p<0,001 vs. G3. One-wey
ANOVA, seguido de Newman-Keuls.

Observa-se que a véspera do experimento, as taxas de colesterol total esteve
abaixo de 30 em todos o0s grupos, com pequenas varia¢gdes nao significantes. Estas
taxas passaram de 400 mg/ dL em todos os grupos alimentados com gema de ovo
de galinha apés 66 dias, demonstrando a eficacia da dieta experimental em provocar

hiperlipidemia.
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A rosuvastatina (G2) e a quitosana (G3), foram capazes de reduzir o

colesterol total de forma significante apenas no dia 33. Ao final do experimento,

aumentou as taxas de colesterol total em todos 0s grupos experimentais, apenas a

rosuvastatina teve uma reducdo significante em relacdo aos demais grupos,

enguanto a quitosana parece ter perdido o efeito na reducao do colesterol total.

6.2.2 Colesterol LDL

Grafico 3 — Valores da taxa de colesterol LDL dos grupos no inicio do experimento,

33, 66 e 99 dias
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Fonte: Autor. Dados da pesquisa, 2012.
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Nota: Colesterol LDL (mg/dL) de G1 (controle racdo), G2 (gema + rosuvastatina), G3 (gema +
quitosana) e G4 (controle gema) no inicio, 33, 66 e 99 dias de protocolo experimental. Resultados
expressos em média + E.P.M., (n =6). *P<0,05 vs. G4; “P<0,05 e "*P<0,001 vs. G3. One-wey

ANOVA, seguido de Newman-Keuls.

Observa-se que no que se refere ao colesterol LDL, tanto a rosuvastatina,

guanto a quitosana, foram capazes de reduzi-lo de forma semelhante e significante

em relagéo ao grupo G4 (gema) aos 33 dias, ndo tiveram um bom efeito aos 66 dias

e aos 99 a quitosana aumentou o colesterol LDL de forma significante em relagcéao

aos demais grupos.
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Grafico 4 — Valores da taxa de colesterol HDL dos grupos no inicio do experimento,

33, 66 e 99 dias.
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Fonte: Autor. Dados da pesquisa, 2012.
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Nota: Colesterol HDL (mg/dL) de G1 (controle racédo), G2 (gema + rosulvastatina), G3 (gema +
quitosana) e G4 (controle gema) no inicio, 33, 66 e 99 dias de protocolo experimental. Resultados
expressos em média + E.P.M., (n =6). "P<0,05 vs. G2. One-wey ANOVA, seguido de Newman-Keuls.

Neste caso, observa-se que os indices de colesterol HDL, embora de forma

nao significante, diminuiu com o tempo de dieta hiperlipidémica. Apenas aos 33 dias,

a quitosana teve efeito significante e melhor que a rosuvastatina no que se refere a

este item.
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6.2.4 Colesterol VLDL

Grafico 5 — Valores da taxa de colesterol VLDL dos grupos no inicio do experimento,
33, 66 e 99 dias.
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Fonte: Autor. Dados da pesquisa, 2012.

Nota: Colesterol VLDL (mg/dL) de G1 (controle ragédo), G2 (gema + rosuvastatina), G3 (gema +
quitosana) e G4 (controle gema) no inicio, 33, 66 e 99 dias de protocolo experimental. Resultados
expressos em média + E.P.M., (n =6). *P<0,05 vs. G4; “P<0,01 e *P<0,001 vs. G3. One-wey
ANOVA, seguido de Newman-Keuls.

O colesterol VLDL esteve em niveis proximos no inicio do experimento, subiu
em todos o0s grupos experimentais durante todo experimento, sendo que,
comparativamente aos demais grupos, a quitosana néo foi capaz de reduzi-lo aos 33
dias, estando maior até que o grupo alimentado apenas com gema de ovo de
galinha. Apenas ao final do experimento, a quitosana foi capaz de reduzir o
colesterol VLDL, no entanto o resultado foi ndo significante. A rosuvastatina, teve
sempre um melhor efeito durante todo o experimento, no que tange ao colesterol
VLDL.

6.3 Triglicerideos

Na analise dos niveis de Triglicerideos, observou-se que como esperado, 0

resultado foi semelhante ao do colesterol VLDL.
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Gréfico 6 — Valores da taxa de triglicerideos dos grupos no inicio do experimento, 33,

66 e 99 dias.
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Fonte: Autor. Dados da pesquisa, 2012.
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Nota: Triglicerideos (mg/dL) de G1 (controle racdo), G2 (gema + rosulvastatina), G3 (gema +
quitosana) e G4 (controle gema) no inicio, 33, 66 e 99 dias de protocolo experimental. Resultados
expressos em média + E.P.M., (n =6). *P<0,05 vs. G4; #P<0,01 vs. G3. One-wey ANOVA, seguido de

Newman-Keuls.

6.4 Glicemia

Grafico 7 — Valores dos indices glicémicos
66 e 99 dias.
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Fonte: Autor. Dados da pesquisa, 2012.
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guitosana) e G4 (controle gema) no inicio, 33, 66 e 99 dias de
expressos em média + E.P.M., (n =6). #P<0,001/ "P<0,01 e
'P<0,05 vs. G1. One-wey ANOVA, seguido de Newman-Keuls.

P<0,0

Em relacao a glicemia, observou-se um excelente efeito anti-hiperglicemiante
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da quitosana, significante ao ser comparada em todos 0S grupos experimentais,
apesar da rosuvastatina também ter demonstrado um bom efeito em relacdo a este

item, a quitosana foi bem melhor.

6.5 T.G.O.

Gréfico 8 — indice da TGO dos grupos no inicio do experimento, 33, 66 e 99 dias.
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Fonte: Autor. Dados da pesquisa, 2012.

Nota: TGO (U/L) de G1 (controle racéo), G2 (gema + rosuvastatina), G3 (gema + quitosana) e G4
(controle gema) no inicio, 33, 66 e 99 dias de protocolo experimental. Resultados expressos em
média + E.P.M., (n =6). P<0,05 e ***P<0,001 vs. G4; “*P<0,001 vs. G3; ""P<0,001 vs. G1. One-wey
ANOVA, seguido de Newman-Keuls.

O resultado das estatinas ocorreu conforme o esperado, pois como se sabe
todas elas sdo hepatotdxicas. Quanto ao G4(Grupo Gema) para que se chegue a
um nivel de aumentar a TGO. Isso s6 ocorreria a longo prazo, por varios anos, para

acumular um nivel importante de gordura no figado.
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6.6 T.G.P.

Gréfico 9 — indice da TGP dos grupos no inicio do experimento, 33, 66 e 99 dias.
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Fonte: Autor. Dados da pesquisa, 2012.

Nota: indice da TGP dos grupos no inicio do experimento, 33, 66 e 99 dias. TGP (U/L) de G1
(controle racéo), G2 (gema + rosuvastatina), G3 (gema + quitosana) e G4 (controle gema) no inicio,
33, 66 e 99 dias de protocolo experimental. Resultados expressos em média + E.P.M., (n =6).

“P<0,01 e **P<0,001 vs. G4: *P<0,01 e *P<0,001 vs. G3: ¥P<0,001 e TP<0,05 vs. G1. One-wey
ANOVA, seguido de Newman-Keuls.

O resultado das estatinas ocorreu conforme o esperado, pois como se sabe
todas ela s sdo hepatotdxicas. Quanto ao G4(Grupo Gema) para que se chegue a
um nivel de aumentar a TGO. Isso s6 ocorreria a longo prazo, por varios anos, para

acumular um nivel importante de gordura no figado.
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6.7 Uréia

Grafico 10 — Niveis de uréia dos grupos no inicio do experimento, 33, 66 e 99 dias.
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Fonte: Autor. Dados da pesquisa, 2012.

Nota: Uréia plasmética (U/L) de G1 (controle racdo), G2 (gema + rosulvastatina), G3 (gema +
quitosana) e G4 (controle gema) no inicio, 33, 66 e 99 dias de protocolo experimental. Resultados
expressos em média + E.P.M., (n =6). ***P<0,001 vs. G4; **P<0,001 vs. G3; “"P<0,001/ "P<0,01 e
‘P<0,01 vs. G2. One-wey ANOVA, seguido de Newman-Keuls.

Observa-se que ao final do experimento, apenas a rosuvastatina foi capaz de
reduzir os niveis de ureia plasmatica.

6.8 Creatinina

Grafico 11 — Niveis de creatinina dos grupos no inicio do experimento, 33, 66 e 99
dias.
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Fonte: Autor. Dados da pesquisa, 2012.

Nota: Creatinina plasmatica (U/L) de G1 (controle racdo), G2 (gema + rosulvastatina), G3 (gema +
guitosana) e G4 (controle gema) no inicio, 33, 66 e 99 dias de protocolo experimental. Resultados
expressos em média + E.P.M., (n =6). *P<0,01 e *P<0,05 vs. G3; "P<0,01 e 'P<0,05 vs. G2;
*P<0,001 e 'P<0,5 vs. G1. One-wey ANOVA, seguido de Newman-Keuls.

G1
G2

anga
8
angd

G4

Creatinina (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)

G1
G2
G3
G4

G1
G2
G3
G4

N
[e]
I
o
I

o
a
1

[e]
o
Creatinina (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

o
o

o
o
1



45

Observa-se que ao final do experimento, a rosuvastatina e a quitosana foram
capazes de reduzir de forma semelhante os niveis de creatinina plasmatica em

relacdo ao grupo onde houve complemento apenas de gema na dieta.

6.9 Analise dos Figados

A analise macroscopica dos figados realizada demonstrou que o modelo
experimental foi capaz de produzir esteatose hepética e que tanto a rosuvastatina
quanto a quitosana foram capazes de melhorar os efeitos da dieta hiperlipidémica

sobre o figado.

Fonte: Autor. Acervo pessoal, 2012.

Figura 4 — Aspecto da esteatose hepatica nos animais com dieta complementada com
gema de ovo de galinha'e rosuyastatina.

A

[N
Fonte: Autor. Acervo pessoal, 2012.
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Figura 5 — Aspecto do figado nos animais com dieta complementada com gema de
ovo de galinha e quitosana.

Fonte: Autor. Acervo pessoal, 2012.

Figura 6 — Aspecto da esteatose hepéatica nos animais com dieta complementada com
gema de ovo de galinha.

Fonte: Autor. Acervo pessoal, 2012.
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7  DISCUSSAO
7.1 Etiologia da Aterosclerose

Considerada uma patologia complexa, a aterosclerose ocorre em artérias de
grande e médio calibre, tendo como localizagBes as coronarias, carétidas e aorta
(HANSSON, 2001; MA et al., 2008; DIJK et al., 2010;), sendo na aorta onde mais
surgem alteracOes ateroscleroticas precocemente (OLIVEIRA et al., 2004). No
modelo experimental em coelhos observamos que as lesbes aterosclerdticas sao

mais visiveis macroscopicamente na aorta, particularmente no arco.

A leséo aterosclerdtica é a anormalidade mais comum encontrada nas
artérias decorrente inicialmente de dois processos basicos: acumulo de colesterol e
a proliferagdo de células musculares lisas na tdnica intima, desenvolvendo-se,
portanto, sobre um substrato formado dessas células, leucocitos derivados do
sangue e de uma quantidade variavel de tecido conectivo formando uma placa
fibrosa que se projeta para dentro do limen modificando a tunica média e levando a
uma série de complicacdes circulatérias (CORREA-CAMACHO; DIAS-MELICIO;
SOARES, 2007). Em todos os trabalhos realizados em nosso grupo de pesquisa,
nao seria possivel chegar ao nivel de placa fibrosa, haja vista que ndés realizamos
apenas 100 dias de experimento, passando disso, alguns animais sofriam acidente
vascular encefalico, ou infarto do miocéardio, ou ainda poderiam vir a 6bito devido a

transtornos gastrintestinais.

O desenvolvimento da aterosclerose é lento, com inicio precoce a agressao
ao endotélio vascular devido a diversos fatores de risco como elevacdo de
lipoproteinas aterogénicas, hipertensao arterial ou tabagismo e tem o ateroma, como
caracteristica do depdsito de lipideos na camada intima da artéria, (ARAB et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2004; JONGSTRA-BILEN, 2006; BRAGA; BARLETA, 2007;
SPOSITO et al.,, 2007; LAl et al.,, 2009). Também Hastings et al., 2007; Hahn;
Schwartz, 2009, bem como Ribeiro; Shikatu, 2004; Venancio; Burini; Yoshida, 2004,
descreveram alteracbes importantes na luz arterial. Neste trabalho, a elevacdo de
lipoproteinas na dieta, foi capas de produzir aterosclerose e tanto a rosuvastatina

gquanto a quitosana, foram capazes de melhorar a esteatose, bem como a
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bioguimica sanguinea, contudo, ndo concluimos a analise histoldégica dos vasos, a

qual pretendemos realizar posteriormente.

Observacgbes fisiopatologicas em seres humanos e animais levantam a
hipotese de que a aterosclerose € resultante de uma resposta do organismo a leséo
tecidual com enfoque para a disfuncdo endotelial. Evidéncias acumulam-se no
sentido de sugerir que a lipoproteina de baixa densidade (LDL) modificada pela
oxidacdo (LDL ox) € o principal fator envolvido no desencadeamento da lesao
(CORREA-CAMACHO; DIAS-MELICIO; SOARES, 2007).

O processo aterosclerdtico causa alteragcdo no funcionamento do endotélio
vascular, sendo considerado como extremamente dinamico e progressivo resultante
da combinacédo entre a disfuncdo endotelial e a inflamacéo, (DENARDI; CASELLA
FILHO; CHAGAS, 2008; CHUMAEVA et al., 2010). Sendo um processo que esta
relacionado a uma resposta inflamatéria crénica da parede arterial, cuja progressao
€ mantida pela interacdo entre as lipoproteinas modificadas, macréfagos derivados
de mondcitos, linfécitos T e constituintes celulares normais da parede arterial que
contribuem para o crescimento e desenvolvimento da placa, e finalmente sua ruptura
(CHEN; CHANG; JIANG, 1999; COTTIN et al., 2001; MASSBERG et al., 2002;
HOWARD-ALPE; RAUDALES et al., 2006; SEAR; FOEX, 2006; CASTRO et al.,
2004; LITTE; BALLINGER; OSMAN, 2007; ZANDBERGEN; PLUTZKY, 2007;
ABDALLA; SENA, 2008; YUSOF; MILES; CALDER., 2008; HYAFIL et al., 2009;
DORNAS et al., 2010; TZIAKAS et al., 2010).

Ja sdo claros os efeitos do colesterol, conforme mencionado pelos autores
acima. No presente experimento, observou-se que tanto a rosuvastatina, quanto a
quitosana, foram capazes de reduzir os niveis de colesterol LDL de forma
semelhante e significante em relacdo ao grupo G4 (gema) aos 33 dias, nao tiveram
um bom efeito aos 66 dias e aos 99 a quitosana aumentou o colesterol LDL de forma

significante em relagéo aos demais grupos.
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7.2 Formacéo da Placa Aterosclerética

Segundo Wilmore e Costill (2001) o surgimento da arteriosclerose ocorre a
partir do momento que um irritante sanguineo lesa ou arranha a parede arterial e
expde o tecido conjuntivo subjacente, desta forma as plaquetas e os mondcitos
circulantes sdo entdo atraidos ao local da lesdo e aderem ao tecido conjuntivo
exposto. As plaquetas liberam uma substancia denominada fator do crescimento
derivado da plaqueta (PDGF), que promove a migracao das células musculares lisas
da tlnica média para a tunica intima. Os lipideos séricos, especificamente as LDL
sao depositados na placa. Quando pedacos da placa sado desprendidos, podem

iniciar a formacéo de coagulos que se alojam em outras partes do vaso.

Dessa forma, a placa de ateroma € formada por depésitos de gordura,
principalmente de colesterol, na camada intima da artéria e que tem sua formacgéo
iniciada por lesdes endoteliais decorrentes dos fatores de risco aos quais o individuo
estd exposto. Um aumento da espessura da camada intima € observado, podendo
sofrer deposicdo de sais de calcio, produzindo diferentes graus de calcificacao
distrofica que recebem o nome de ateromas (SUNG; FRIEDLANDER;
KOBASHIGAWA, 2004).

7z

Sposito et al. (2007) refere que a aterotrombose, € um dos principais

determinantes das manifestacdes clinicas da aterosclerose.

Localiza-se preferencialmente na aorta abdominal, nas artérias coronarias, no
segmento arterial ilio-femoral e na regiao encefalica; nas artérias carétidas internas
e nas artérias do poligono de Willis, poupando as artérias dos membros superiores,
as mesentéricas e renais, a excecao dos seus 0Ostios (BECKSTROM et al., 2007).
Estudos sugerem duas fases interdependentes na evolugdo da aterosclerose: na
primeira fase predomina uma formacdo anatdmica de lesdo aterosclerética sob
influéncia dos fatores de risco aterogénico e que leva décadas para evoluir. Tem
uma historia insidiosa (FUSTER, 1994).

A dislipidemia, condicdo na qual ha concentracbes anormais de lipidios ou
lipoproteinas no sangue, € um fator de risco importante para o desenvolvimento de

complicacbes da aterosclerose (ROMALDINI et al., 2004).
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Os niveis de colesterol plasméticos variam conforme a idade e sexo, iniciando
sua producdo com o nascimento, mostrando leve depressdo na adolescéncia e
sofrendo elevacdo na idade adulta, as mulheres costumam apresentar menores
niveis de colesterol, quando comparados a homens da mesma idade (MELO; FREZ,
E.; FREZ, M., 2008). A concentracdo das lipoproteinas LDL e HDL, na corrente
sanguinea, além de estar relacionada com o perfil genético, também sao
influenciadas por habitos alimentares (GIROLDO; ALVES; BAPTISTA, 2007,
KOLANKIEWICZ; GIOVELLI; BELLINASO, 2008). Esta descricdo corrobora com o
que foi encontrado em nosso experimento, com o aumento de lipidios na dieta,

aumentaram também os niveis plasméaticos de colesterol.

Entre as lipoproteinas (fracdes do colesterol total), a de baixa densidade “Low
Density Lipoprotein (LDL colesterol)’, tem sido apontada como a mais importante
constituinte da composi¢cdo do ateroma. Por outro lado, a de alta densidade “High
Density Lipoprotein (HDL colesterol)’, atuaria no transporte reverso do colesterol,
diminuindo ou estagnando a formacdo da placa (MARTINS et al.,1996). Apesar de
nao termos estudado estagnacédo de placas nesta pesquisa, devido ao tempo de
experimento, consideramos que esta informacdo jA € um consenso cientifico. A

interferéncia da dieta sobre os lipidios, também foi mencionada por Carvalho (1988).

As dislipidemias primarias ou sem causa aparente podem ser classificadas
genotipicamente ou fenotipicamente através de analises bioquimicas, considera os
valores do CT, LDL, TG e HDL. Compreendem quatro tipos principais bem definidos
em hipercolesterolemia isolada, hipertrigliceridemia isolada, hiperlipidemia mista e
diminuicdo isolada do HDL ou associada ao aumento dos triglicerois ou LDL
(CASTRO et al.,, 2004; CHACRA; DIAMENT; FORTI, 2005). Em nosso modelo
experimental, observamos aumento de todos indicadores, conforme descrito por

estes autores.

A dieta gordurosa com acido graxo saturado, € um importante fator que eleva
o nivel de LDL, assim a hiperlipidemia est4d associada com a aceleracdo da
aterosclerose, de modo que a substituicdo isocalorica dos &cidos graxos saturados
por acidos graxos poli-insaturados reduz os niveis do CT e o LDL plasmaticos
(COTTIN et al., 2001; SPOSITO et al., 2007; WAQAR et al., 2010). Desta forma os
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padrbes dietéticos estdo relacionados com as doencas cardiovasculares, sendo
associadas a alimentacdo, principalmente com ingestdo elevada de lipidios e
colesterol (CASTRO et al., 2004). Pudemos constatar com nossos resultados, que
estes autores estdo corretos ao afirmar que a dieta influi nos indices lipidémicos,

conforme amplamente demonstrado nesta pesquisa.

O colesterol plasméatico em coelhos da raca Nova Zelandia € baixo, nhuma
meédia de 1,3 mmol/1, mas pode aumentar até 2-8 vezes apds a administracdo de
uma dieta enriquecida com 0,1-2% de colesterol, dentro de 20 dias (FINKING;
HANKE, 1997). Como coelhos tém sido utilizados vastamente para estudar o
desenvolvimento de aterosclerose em humanos, pelo rapido desenvolvimento das
lesbes produzidas com suplemento de colesterol na dieta, alcancando
hipercolesterolemia moderada com niveis de colesterol plasmaticos na faixa de 200
a 800 mg/dl, podendo ser superior a 1.000 mg/dl que causa lesdo (SUZUKI;
YEUNG; IKENO, 2008; DORNAS et al., 2010; SUZUKI), por terem baixa
concentracdo plasmatica de colesterol total e lipoproteinas HDL como dominante, o
VLDL passa a ser a principal classe de lipoproteinas plasmaticas, quando expostos
a dieta rica em colesterol (SINGH; RAY, 1994).

Quando alimentados com dietas ricas enriquecida em gordura saturada
aumentam os niveis plasméticos de colesterol devido a lenta excrecdo de colesterol
exogeno (IHARA et al., 1998; LANCELLOTTI et al., 2010), também mencionado por
(CONSTANT, 2004; ZHANG; XU; LI, 2009), este aumento significativo na
concentracdo de colesterol plasmatico € devido a alimentacdo com racao
suplementada com gema de ovo (JALDIN et al., 2006), pois cada ovo de galinha
apresenta concentracado de colesterol de 956 mg/dl (RAMALHO et al., 2007). No
modelo descrito por Bernardino (2008), a dieta suplementada com gema de ovo, foi
capaz de aumentar o colesterol total em mais de 15 vezes o valor inicial ho grupo
nao tratado. Em nosso entendimento, isso demonstra que a dieta é o principal fator

responsavel pela hipercolesterolemia.

A primeira vez que aterosclerose foi induzida em coelhos alimentando-os com
gema de ovo e colesterol puro teve resposta em algumas semanas de dieta: a aorta

de 90% dos coelhos apresentou placas acinzentadas semelhantes as das coronarias
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de homens vitimas de infarto do miocardio. Posteriormente, o autor concluiu que o
colesterol ndo era o Unico responsavel pelos aparecimentos das placas
ateroscleroticas, uma vez que repetiu 0s experimentos em ratos e cachorros e néo
obteve o mesmo resultado (ANITSCHKOW; CHALATOW, 1913). Em nosso grupo de
pesquisa, observamos que o coelho tem metabolismo mais lento e isso o faz

desenvolver aterosclerose com mais facilidade.

Segundo Martinello (2006) o coelho foi o primeiro modelo de animal usado na
pesquisa da aterosclerose. Acrescenta ainda que esta espécie possui um
metabolismo lipoprotéico muito semelhante ao de humanos, exceto por sua
deficiéncia na lipase hepatica. Devido a facil absorcao, os coelhos respondem muito
bem a dieta altamente gordurosa ou colesterolémica e desenvolvem lesées em curto
periodo de tempo. No entanto, as lesdes contém mais gordura e macréfagos que as
de humanos e os niveis plasmaticos de colesterol sdo extremamente altos, diferente
dos humanos. Luz, Laurindo e Chagas (2003) acrescentam que estudos
experimentais demonstraram que, em animais submetidos a dieta
hipercolesterolémica, a reatividade vascular encontra-se diminuida em cerca de dez
semanas apos a instituicdo da dieta. Observamos em nossos resultados intensa
hipercolesterolemia, sem a necessidade de administrar colesterol puro, a dieta com

gema é capaz sozinha de produzir intensas alteracdes hiperlipidémicas.

O modelo experimental em roedores € frequentemente usado para avaliar 0s
efeitos hipolipemiantes de muitos compostos naturais e sintéticos, contudo, nem
todas as espécies apresentam o metabolismo lipoprotéico comparavel ao de
humanos (MARTINELLO, 2006).

Em 2008, Bernardino testou com sucesso uma dieta experimental baseada
em gema de ovo, para a producdo de aterosclerose experimental em coelhos
albinos Oryctolagus cunicullus, descrevendo em detalhes o procedimento. Esta dieta
foi tdo eficaz quanto modelos amplamente descritos que utilizam colesterol puro
dissolvido em peletas ou administrado por qualquer outra forma. Este foi o primeiro
trabalho realizado por nosso grupo de pesquisa, a dieta foi idealizada pelo orientador
(Sousa-Rodrigues), o que permitiu a execucdo de 5 trabalhos experimentais antes

deste, com resultados amplamente eficazes.
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7.3 Quitosana

A quitosana, € um polissacarideo nutracéutico sdo alimentos potencialmente
saudaveis que desenvolvem um papel na manutencdo de bem-estar humano,
melhorando a saude (MASSARO et al, 2010). Essa substancia ndo é
verdadeiramente um alimento, estda entre um hibrido de “nutrientes” e
“farmacéuticos” que proporciona beneficios medicinais (ANDLAUER; FURST, 2002;
LIRA et al., 2009), e podem ser classificados como fibras dietéticas, acidos graxos
poli-insaturados, proteinas, peptideos, aminoacidos, minerais e antioxidantes
(MORAES; COLLA, 2006). E encontrada em abundancia na natureza,
principalmente em carapaca de crustaceos. (CANELLA; GARCIA, 2001). Pode
também estar naturalmente presente em alguns fungos, como aqueles pertecentes
aos géneros Mucor e Zygomicetes (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006) e ndo é
digerida pelas enzimas digestivas (EBIHARA; SCHNEEMAN, 1982; MAEZAKI,
TSUJI; NAKAGAWA, 1993; MUZZARELLI, 1983).

Na presente pesquisa, ndo estudamos as propriedades fisico-quimicas da
quitosana por estas, a nosso ver ja estarem bem estabelecidas, nos preocupamos
em verificar seus efeitos, no modelo em coelhos, ao que parece, é mais eficiente no
inicio do tratamento para a reducdo do colesterol LDL, ndo sendo portanto téo
eficiente como os efeitos da rosuvastatina. O autor acredita que talvez, o organismo
se adapte a ingestdo de quitosana e com o0 tempo consiga absorver com mais

eficacia os lipidios ingeridos.

Partindo do principio que derivados de quitina e quitosana podem ser
preparados a fim de se melhorar sua solubilidade em agua, as aplicacdes destes
polimeros podem aumentar significativamente (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).
Acreditamos que talvez este autor possa ter razdo, contudo ndo vemos 0S

resultados como tao confiaveis e animadores.
7.4 Efeitos da Quitosana

Autores referem com frequéncia que dietas ricas em fibras alimentares
promovem efeitos benéficos para a saude do homem, tendo sido verificado que

alimentos ricos em fibras sollveis apresentam importante efeito no metabolismo da
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glicose e de lipidios (KRITCHEVSKY; STORY, 1986; PERIAGO et al.,, 1993;
HENNEN, 1996; MAEZAKI et al., 1996; KRITCHEVSKY, 1997; JENKINS et al.,
1998; OMROD; HOLMES; MILLER, 1998; DERIVI; MENDEZ, 2001; GREGORIO;
AREAS; REYES, 2001; YLITALO et al.,, 2002; COHEN, 2004; XIA et al., 2011).
Estudos sugerem, ainda, que o propionato, produzido pela fermentacdo bacteriana
das fibras no célon, pode exercer um controle na sintese do colesterol (BERGMAN,
1990).

Em particular, a quitosana pode diminuir a concentragédo de colesterol no soro
e figado No entanto, ndo ha quaisquer outros relatérios sobre os efeitos da
quitosana sobre as fun¢des do figado em outros animais (KIM et al.,1997).

A funcdo especifica do receptor de LDL é remover as particulas de

lipoproteinas ricas em colesterol da circulacdo ( XU et al., 2007).

N&o foi objetivo do presente estudo realizar andlise das atividades hepéticas
da quitosana, contudo, observamos sua eficacia na reducdo do colesterol

(particularmente o LDL), nos primeiros dias de experimento.

Um estudo publicado no American Journal of Clinical Nutrition constatou que
a quitosana é tdo eficaz em mamiferos como cholestryramine (um medicamento
hipolipemiante) no sangue controlando o colesterol sérico sem os efeitos
secundarios deletérios tipicos de cholestryramine. A diminuicdo dos niveis de
colesterol no sangue € cerca de 66,2 por cento apés o0 uso de quitosana (HENNEN,
1996). Concordamos com estes autores quando referem que a quitosana nao tem
efeitos deletérios, pois encontramos bons resultados da quitosana na reducdo do
TGO e TGP (melhor que a rosuvastatina que teve nesse caso um péssimo efeito),
assim como da creatinina, onde a quitosana foi capaz de reduzir 0s niveis
plasméticos de forma semelhante a da rosuvastatina. A quitosana nado foi téo
eficiente apenas na reducdo dos niveis plasmaticos de ureia em relacdo a
rosuvastatina. Acreditamos que o0s efeitos sobre a ureia devem ser melhor

analisados.

Houve também muitos relatos sobre efeitos anticancer, antimicrobianos e

efeitos imunorreativos ap6s o uso de quitosana, (KIM et al.,1997). Diante destes



55

relatos, acreditamos que o papel da quitosana ainda n&o foi totalmente definido,
embora pudéssemos constatar alguma eficacia, ndo acreditamos que seja assim tdo
boa no tratamento da hiperlipidemia, embora possa ser utilizada de forma

complementar a tratamentos mais tradcionais.
7.5 Rosuvastatina

Este farmaco pode ser usado isoladamente ou em combinacdo, mas estdo
sempre acompanhados da necessidade de dieta significativamente pobre em
lipidios, especialmente o colesterol e gorduras saturadas, e o contetdo calorico da
dieta deve ser acompanhado rigorosamente (HARVEY; CHAMPE, 1997). Nos
parece Obvio que o tratamento € muito melhor com a reducéo da ingestao de lipidios
na dieta. A rosuvastatina apesar de ter reduzido o colesterol LDL, em nossos
resultados pudemos constatar que mesmo com alguma reducdo, este ainda se

manteve extremamente alto.

As principais classes de substancias utilizadas clinicamente sdo: as estatinas
inibidoras HMG-CoA redutase (sinvastatina, lovastatina, pravastatina e
atorvastatina), fibratos (bezafibrato, ciprofibrato, genfibrozila, fenofibrato e clofibrato),
resinas de ligacdo de acidos biliares (colestiramina e colestipol), &cido nicotinico,
probucol e 6leo de peixe 6mega 3 (RANG et al., 2004).

Este grupo farmacolégico € eficaz no tratamento da hipercolesterolemia e
possui uma excelente tolerabilidade na populacdo de dislipidémicos (HARVEY;
CHAMPE, 1997; RANG et al., 2003; CHAGAS; GALVAO, 2007; SILVA, 2010).
Concordamos que as estatinas tem um excepcional efeito na reducdo da
hipercolesterolemia, pois estes efeitos foram bem evidenciados nos resultados deste

experimento.

Jorge et al (2005) realizaram um experimento sobre o efeito das estatinas
atorvastatina, fluvastatina, pravastatina e sinvastatina sobre a fungcéo endotelial, a
peroxidacao lipidica e a ateroslcerose aortica em coelhos hipercolesterolémicos
utilizando 0,5 de colesterol na dieta durante 45 dias, e concluiram que todas as
estatinas tiveram efeito significante e similar em reduzir a peroxidacao lipidica nas

LDL e na parede arterial, na regressao da aterosclerose aédrtica e na reversdo da
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disfuncdo endotelial, na reducdo do colesterol total plasmatico, no teor de
malonodialdeido na parede arterial.

A comparacdo da eficacia da rosuvastatina com as estatinas existentes no
mercado descrita por Chagas e Galvao (2007) foi semelhante ao que pudemos
observar em nossos resultados, quando afirmaram que este farmaco seria capas de

reduzir entre 20 e 25% desta fracdo de colesterol.
7.6 Efeitos da Rosuvastatina

Campo e Carvalho, 2007, afirmaram que medicamentos reduzem o LDL-c de
15% a 55% em adultos. Este resultado também foi constatado em coelhos, contudo
o resultado foi pior com o decorrer do tempo, o que sugere que a dieta
hipolipidémica também é extremamente importante para diminuir os efeitos nocivos

a saude provocados pelo acumulo lipidico.

Ainda que inicialmente as estatinas se introduziram no mercado como
farmacos para diminuir o colesterol, estas possuem multiplas atividades
ateroprotetoras independentes como: melhorar a disfuncdo endotelial, inibir a
inflamacéo vascular, inibir trombose, além de diminuir o estresse oxidativo. Essa
acOes sdo conhecidas como efeitos pleiotrépicos das estatinas, pois os beneficios
ndo sao observados apenas em pacientes hiperlipidémicos, mas também, nos
pacientes normolipidémicos (MENNICKENT et al., 2008). Neste trabalho, nao
estudamos estes efeitos, contudo acreditamos que eles ja estdo bem definidos em

inUmeros experimentos.

Os efeitos adversos sdo raros durante tratamento com estatinas. Os mais
graves, como hepatite, miosite e rabdomidlise, sdo observados ainda mais
raramente. No entanto, para identificar possiveis efeitos adversos recomenda-se a
dosagem dos niveis basais de creatinofosfoquinase (CK) e de transaminases
(especialmente de ALT) e a repeticdo na primeira reavaliacdo ou a cada aumento de
dose (SPOSITO et al., 2007).
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Neste trabalho, ndo analisamos a CK, nem transaminases, contudo n&o
observamos bom efeito na reducdo da TGO e da TGP, observamos que este

farmaco ndo conseguiu ser hepatoprotetor.
7.7 Consideragdes Finais a Respeito dos Farmacos Analisados

Nos resultados observamos que apenas a rosuvastatina manteve um efeito
constante em reduzir o colesterol total durante todo o experimento, j& em relacdo ao
colesterol LDL, a quitosana demonstrou um 6timo efeito a principio, s com o passar
do tempo aumentaram seus indices, como comentamos antes, parede ter perdido
seu efeito e inclusive aumentou mais do que no grupo alimentado apenas com racao
e gema de ovo. Em relacdo ao colesterol HDL, nenhum dos farmacos teve efeito

significante.

Observamos também que a rosuvastatina teve um bom efeito no que se
refere aos indices de colesterol VLDL, enquanto a quitosana teve um péssimo efeito,
como era de se esperar 0 mesmo comportamento foi observado no que se refere

aos triglicerideos.

Observamos um efeito animador no que tange a glicemia, tanto a
rosuvastatina quanto a quitosana, foram capazes de reduzir a glicemia, contudo a
quitosana demonstrou um resultado extremamente melhor, demonstrando um

excepcional e significante efeito antihiperglicemiante.
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CONCLUSAO
Considerando o modelo experimental em coelhos, podemos concluir que:

. Coelhos com dieta complementada com gema de ovo de galinha ganham
menos peso do que o0s animais com dieta convencional.

. A rosuvastatina reduz as taxas de colesterol total e mantém esta reducéo com
0 tempo, ja a quitosana ndo € capaz de manter uma reducdo constante.

. Com o passar do tempo, a quitosana perde efeito na reducdo do colesterol
LDL e leva a um aumento de seus niveis plasmaticos.

. Nem a rosuvastatina, nem a quitosana melhoram de forma significante os
niveis de colesterol HDL nos casos de dietas hiperlipidémicas.

. A rosuvastatina tem um bom efeito, tanto na reducdo de colesterol VLDL
quanto dos triglicerideos, enquanto a quitosana tem efeito contrario, aumenta
muito os indices hematicos destes lipidios.

. A guitosana tem um efeito hepatoprotetor, reduz a TGO e a TGP, enquanto a
rosuvastatina agride os hepatdcitos.

. Tanto a a rosuvastatina quanto a quitosana néo interferem na funcéo renal

. Diferentemente da quitosana, apenas a rosuvastatina é capaz de reduzir de
forma satisfatéria os niveis de ureia, mostrando nao ter efeito agressivo ao
rim.

. A rosuvastatina tem um bom efeito antihiperglicemiante, enquanto a quitosana

tem este mesmo efeito de forma excelente e bem melhor.
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