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RESUMO

A gema de ovo de galinha e a banha do porco, em relagdo aos outros alimentos, tém
alto indice de colesterol total. 20 ml de gema apresenta em média 200 mg de
colesterol total e 20 ml de banha valor médio de 14 mg de colesterol total. Sdo bons
alimentos para experiéncias referentes a colesterolemia, sdo de baixo custo
comparando-os com colesterol puro. Métodos: Foram utilizados coelhos da Nova
Zelandia (n=42) adultos entre 7 a 8 meses de idade divididos em grupos de 4: grupo
controle com racdo 200 g e agua ad libitum (G1); o grupo tratado com 1 g de
colesterol (G2); grupo tratado com 20 ml gema de ovo (G3); grupo tratado com 20 m|
de banha (G4); grupo (G5) tratado com 40 ml de gema e o grupo (G6) tratado com
40 ml de banha. Todos os grupos foram alimentados durante o periodo de 100 dias
tendo como objetivo verificar qual das dietas é melhor para inducdo da
aterosclerose. A coleta de sangue para as dosagens do perfil lipidico dos animais
aconteceram nos momentos 0, 30, 60 e 100 dias. Ao término do periodo
experimental, os animais foram submetidos a eutanasia. Segmentos do arco aértico,
da artéria carétida direita e artéria femoral direita foram coletados para analise
histoldégica. Resultados: Como esperado o grupo G1 ndo observou alteracéo, o
grupo G2 formacgao leve de aterosclerose, o grupo G3 obteve aumento significante
(p<0,05) nos niveis de colesterol total, o grupo G4 nao foram identificada alteragdes
histolégicas e o0 G5 e G6 ndo se adaptaram a dieta administrada. Ao exame
microscopico, foram observadas células espumosas no arco aortico, femoral e
cardtida e espessamento de endotélio no grupo G3 de forma significante
comparando-os ao G2. Conclusao: A dieta enriqguecida com gema de ovo de
galinha é a melhor opcao para formacao de células espumosas e espessamento de
endotélio, é pratica e de baixo custo para pesquisas com colesterolemia e

aterosclerose.

Palavras-chave: Aterosclerose, gema de ovo, banha de porco, células espumosas,
colesterol.
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ABSTRACT

The egg yolk chicken and pork lard as compared with other foods, have high
cholesterol. 20 ml of gem shows on average 200 mg cholesterol and 20 ml of lard
average value of 14 mg of cholesterol. Good food for experiences concerning
cholesterol, are low cost compared them with cholesterol powder. Method: We used
rabbits of New Zealand (n = 42) adults from 7 to 8 months of age divided into groups
of 4: control group diet with 200 g and water ad libitum (G1), the group treated with 1
g of cholesterol (G2); group treated with 20 ml egg yolk (G3); group treated with 20
ml of lard (G4); group (G5) treated with 40 ml of yolk and the group (G6) treated with
40 ml of lard. All groups were fed during the period of 100 days with the aim of
verifying which of the diet is best for induction of atherosclerosis. The blood collection
for the dosages of the lipid profile of animals occurred at times 0, 30, 60 and 100
days. At the end of the trial period, the animals were subjected to euthanasia.
Segments of the aortic arch, the right carotid artery and right femoral artery were
collected for analysis histological. Results: As expected the group G1 not noticed
amendment, the group G2 training light of atherosclerosis, the group returned G3
significant increase (p <0,05) in total cholesterol levels, the group G4 were not
identified histological changes and G5 and G6 is not adapted the diet administered.
By microscopic examination, were observed foam cells in the aortic arch, and femoral
and carotid thickening of endothelium in the group G3 so significant comparing them
with the G2. Conclusion: The diet enriched with egg yolk, chicken is the best option
for formation of foam cells and thickening of endothelium, is practical and low cost for
research on cholesterol and atherosclerosis.

Key words: Atherosclerosis, egg yolk, pork lard, foam cells, cholesterol.



1. INTRODUCAO




A aterosclerose €& responsavel pelo maior indice de morbidade e
mortalidade que ocorre no mundo. Esta doenca é encontrada nas artérias e ocorre
inicialmente através do acumulo de colesterol e proliferacdo de células musculares
lisas no endotélio, que leva a sua inflamacgéo. Este fenédmeno originara uma placa
fibrosa que se projeta para dentro do limen do vaso, levando a uma série de
complicacdes circulatérias (CORREA-CAMACHO et al., 2007). Para realizagéo de
experimentos que envolva a formagao da aterosclerose, os coelhos sdo os melhores
modelos, devido a excrecdo lenta do colesterol exdégeno 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 formacao
de células espumosas na regidao subendotelial, sem ulceragéo, necrose, fibrose ou
trombose. (STEHBENS, 1986).

Nao foi encontrada literatura comparando o efeito das diferentes dietas
no que diz respeito a colesterolemia, nem sobre as alteragbes morfologicas
produzidas na luz do vaso, em animais submetidos as mesmas condi¢des de
laboratérios e nem a determinacdo da vantagem de uma dieta sobre outra, do ponto
de vista operacional. Varios autores descrevem diferentes modelos de aterosclerose
experimental, muitos deles, sem descricées claras dos métodos e na maioria das
vezes utilizando colesterol puro misturado a ragéo, o que torna o experimento mais
caro e complexo.

Desta forma, objetivamos padronizar um modelo de dieta experimental
simples, facilmente reprodutivel e de baixo custo. Com este objetivo, testamos trés
diferentes modelos de dieta experimental para verificar qual destas é mais eficaz,
com a hipétese que é possivel a administracdo de dieta mais simples e de menor
custo em relacdo as mais utilizadas pelos pesquisadores para a inducdo de
aterosclerose em coelhos.

A determinacado da vantagem de uma dieta sobre outra, contribuird para
a construcdo de um modelo experimental para inducdo de aterosclerose, em
coelhos, que possa servir como referéncia para o desenvolvimento de outras

pesquisas, que visem a prevencao, o tratamento ou a reducéo da aterosclerose.



2. REVISAO DA LITERATURA




2.1 — ATEROSCLEROSE

Segundo HACKAM et al. (2003), a palavra aterosclerose vem do grego
atero que significa caldo ou pasta, e esclerose , endurecimento.

Conforme FUSTER (1999), a aterosclerose é uma das doencas que
acomete mais pessoas no mundo e é uma das causas de morte mais comuns no
hemisfério ocidental. Na mesma abordagem LUZ et al. (2003), afirma que a dieta
gordurosa promove o aumento de colesterol no sangue e € um fator preponderante
as varias doengas ateroscleréticas na América e na Europa. FONSECA et al. (2002)
descreveram que as doencgas oriundas de dieta gordurosa sdo as mais variadas e se
relacionam a obesidade, hipertensao arterial, problemas cardiovasculares, cancer,
enfermidades articulares, colelitiase, calculos renais, esteatose hepatica,
enfermidades endocrinometabdlicas, resisténcia a insulina, diabetes mellitus,
intolerancia a glicose, hiperisulinemia, hiperlipidemia, diminuicio de HDL-c,
hiperuricemia, transtornos menstruais, problemas respiratérios e refluxo
gastresofagico.

Aterosclerose € um processo crénico, progressivo e sistémico que tem
como mecanismo uma resposta inflamatéria e fibroproliferativa no endotélio de um
vaso sanguineo. Nesta patologia € comum encontrar vasos arteriais comprometidos
como da aorta, carétidas, renais, iliacas e femorais. Entre os principais fatores de
risco para lesdo arterial encontra-se a hipercolesterolemia, hipertensédo arterial,
diabetes, tabagismo, obesidade, envelhecimento e fatores genéticos (LUZ et al.,
2003).

De todas as formas de esclerose arterial, a aterosclerose é bastante
significativa, em virtude das placas ateromatosas promoverem a obstrucao do vaso
e varias sindromes isquémicas graves desde infarto do miocardio, acidente vascular
encefalico, gangrena dos membros, entre outras. Em experimentos com animais,
tratados por meio de uma dieta gordurosa, foram evidenciada a aterosclerose,
hipertensao arterial e diabetes mellitus. Com esta mesma dieta em macacos, porcos
e coelhos, foram percebidas alteracdes celulares durante a formacado do ateroma
(DUQUE, 1998).



2.2 - FORMACAO DA PLACA ATEROSCLEROTICA

Experimentalmente, o processo de aterogénese pode ser percebido em
apenas uma semana de exposicdo a uma dieta hipercolesterolémica. De forma
rapida, a atividade inflamatéria se torna nitida, com aumento das moléculas de
adesao e migracao celular, gerando a diferenciagdo de mondcitos em macroéfagos
que se tornam captadores para LDL-c oxidado, que determina na formacédo das
células espumosas, uma etapa inicial da aterogénese (LUZ et al., 1999).

Morfologicamente, as lesdes ateroscleréticas sdo de dois tipos: filetes
gordurosos e placas fibrosas. Os filetes gordurosos sdo amarelos e lisos projetando-
se levemente para o interior da luz arterial e sdo compostos de lipidios e células
musculares lisas alongadas. Essas lesdes tém sido encontradas em artérias de
pessoas de todas as faixas etéarias, inclusive em lactentes e geralmente nao causam
sintomas clinicos. A placa fibrosa, por sua vez, € composta por células musculares
lisas, fibras de colageno, componentes plasmaticos e lipidios e de coloracao
esbranquicada a amarelada e projeta-se em variados graus para dentro da luz
arterial, podendo até obstrui-la. Essas placas sdo encontradas predominantemente
nas artérias aorta abdominal, coronarias, popliteas e carétida interna (BRUNNER et
al., 2000).

A primeira alteracdo desencadeada pela aterosclerose é a aderéncia de
leucécitos, principalmente monécitos, na superficie do endotélio. Nas
hipercolesterolemias observadas clinicamente, esses aglomerados de leucocitos
surgem ao fim de 7 a 12 dias. Os mondcitos rolam pela superficie do endotélio,
passam entre as células endoteliais e rapidamente alcancam a subintima do vaso
sanguineo, transformam-se em células espumosas. Nessa situacdo aparecem
lesbes nas artérias dos membros inferiores, em seguida nas artérias iliacas, aorta e
por fim, nas artérias coronarias. A lesdo é uma aparente separacao das células
endoteliais e retracao do endotélio sobre a estria gordurosa, expondo a subintima ao
sangue, especialmente nas bifurcacbes e regides de maior turbilhonamento
sanguineo (DUQUE, 1998).



Nas fases iniciais do ateroma tem-se verificado um alargamento da
artéria como para compensar a progressiva reducao da luz arterial. Quando o grau
da estenose no vaso ultrapassa 30-40%, para de ocorrer o alargamento
compensatério e o estreitamento do limen torna-se evidente. Este fendbmeno nem
sempre acontece, ou sé acontece em segmentos da artéria. A aterosclerose pode ao
inverso ser acompanhada de enrugamento de toda a artéria lesada, o que
determinaria o efeito oclusivo das placas ateromatosas (PASTERKAMP, 1995).

De acordo com BARGER e BEEUWKES (1990), numa artéria normal os
pequenos vasos nutridores da parede se distribuem pela camada adventicia e
penetram externamente na camada média. Na artéria ateromatosa, os pequenos
vasos nutridores se proliferam e se alongam e formam um plexo microvascular na
intima vascular alterada. O desenvolvimento inadequado desses microvasos
contribui para uma isquemia intraparietal e distarbios na producdo das secrecdes
endoteliais, podendo ocasionar hemorragia, ruptura e trombose da placa, com
eventual ocluséo arterial e infarto do miocérdio.

Sabe-se que 80% do colesterol € sintetizado pelo préprio organismo e
apenas 20% €& obtido na dieta (PEREIRA, 2006). Ha uma importancia das
lipoproteinas e da associacao das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) com o
ateroma. Assim, ha relacdo da dieta gordurosa com a prevaléncia da aterosclerose.
As pessoas com pouca ingestao de gorduras, com ingestdo protéica adequada e
com predominio de glicidios na alimentagcdo tinham menores valores de lipidios
sanguineos e assim, menores incidéncias de aterosclerose (GOFMAN, 1950).

Segundo LIBBY (2002), o acumulo de lipidios, células inflamatérias e
elementos fibrosos que se depositam nas paredes arteriais sdo 0s responsaveis pela
formacgédo de placas ou estrias gordurosas e que geralmente ocasionam obstrugao.
Contudo as lipoproteinas, principalmente a de baixa densidade (LDL) tem ocupado
papel de destague na etiologia da doenca aterosclerética ainda que muitos
individuos desenvolvam doencgas cardiovasculares na auséncia de anormalidade no
perfil das lipoproteinas.

Embora qualquer artéria possa ser afetada, as principais artérias
acometidas na doenca sao aorta e as artérias coronarias e cerebrais tendo como
principais consequéncias o infarto do miocardio, a isquemia cerebral e o aneurisma

da aorta (GOTTLIEB, 2005). Estudos sugerem duas fases interdependentes na



evolucao da aterosclerose: a primeira fase predomina uma formagcao anatémica de
lesdo aterosclerética sob influéncia dos fatores de risco aterogénico e que leva
décadas para evoluir. Devido a sua historia insidiosa, sua evolugdo, comumente,
ndo traz manifestagdo 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 miocardio, angina
instavel e morte subita, que é geralmente desencadeada por desestabilizacdo da
placa aterosclerética com reducado significativa e abrupta da luz do vaso devida a
formacao local do trombo (FUSTER, 1994).

2.3- CLASSIFICAGCAO DAS LESOES ATEROSCLEROTICAS

As lesbes ateroscleroticas sao classificadas pela sua fisiopatologia em tipo
| até VI, segundo a American Heart Association (AHA). As leves sao denominadas
do tipo | e Il; as lesbes intermediarias do tipo Ill e lesbes avancgadas IV, V e VI
(STARY et al., 1995).

A seguir, descrevem-se as lesdes do tipo | a VI:

2.3.1- LESAO DO TIPO |

Corresponde a formacdo de células espumosas. Estas células sao
caracteristicas das lesdes iniciais e sao formadas por macroéfagos ricos em lipideos.
A leséo inicial depende do acumulo de LDL-c no espaco subendotelial. O transporte



do LDL-c para esta regiao é um fenbmeno passivo e diretamente proporcional a sua
concentracao sanguinea. O préprio stress hemodinamico aumenta o aprisionamento
da LDL que oxidado por acao de produtos oxidativos de células da parede arterial
como endotélio, células musculares lisas e macrofagos (WU, et al.,, 1992). A LDL
oxidada é reconhecida pelo macréfago, englobando as moléculas de lipoproteinas
tornando-se ricos em conteudo lipidico, formando a célula espumosa (ZAGO et al.,
2007). Esta lesdao do tipo | € microscépica e ha um aumento no numero de
macréfagos e pelo surgimento das células espumosas, que sao macréfagos cheios
de gordura, disposto na intima do vaso comprometido e que tem sido evidenciada
em criangas e adolescentes. Também pode ocorrer em adultos, principalmente em
pessoas que tem pouca aterosclerose ou em areas de artérias que tem resisténcia
as lesdes ateroscleréticas. Em coelhos com hipercolesterolemia, observou-se que a
primeira alteracdo que ocorre nas artérias € a aderéncia aumentada de mondcitos
ao endotélio e acumulo de macrofagos e células espumosas na tlnica intima
(ROSENFELD, 1987).

2.3.2- LESAO DO TIPOIII

Conhecida como estria gordurosa, € a forma visivel da lesdo do vaso.
Sao compostas por macréfagos, células musculares lisas e pequenos flocos de
gordura extracelular. Ha dois tipos diferentes desta lesado: a primeira sdo as menos
usuais, no entanto com maior potencial destrutivo e sdo oriundas das lesdes tipo |
com um maior numero de macréfagos, possuem maior numero de células e maior
quantidade de matriz extracelular. Comumente encontradas em areas
hemodinamicas especificas e tendem a progredir mais rapido e para formas mais
complicadas de lesao aterosclerética. Lesdes tipo Il sdo encontradas antes da 3°
década de vida (STARY et al., 1996).



2.3.3- LESAO DO TIPO I

Histologicamente €& observada goticulas lipidicas extracelulares
espalhadas entre as camadas de células musculares lisas e localizadas logo abaixo
da camada de macréfagos e células espumosas. Estes pequenos depésitos de
goticulas lipidicas extracelulares substituem a matriz intercelular de proteoglicanos e
fibras e afastam as células musculares lisas. Posteriormente, estes pequenos
depositos lipidicos unir-se-ao para formar um nucleo lipidico extracelular o que
caracteriza a lesao do tipo IV ou ateroma (STARY et al., 1995).

2.3.4- LESAO DO TIPO IV

E conhecida como Ateroma. Possui um nucleo lipidico individualizado,
formado pela fusdo das goticulas de gordura das lesdes tipo Ill. Esta apresenta
macrofagos e gordura livre em abundancia e fragmentos de células, devido a
necrose. Diante deste fenbmeno este nucleo é conhecido com centro necrético
(STARY, 1989).

2.3.5- LESAO DO TIPO V

Este tipo corresponde a fase V e tem como caracteristica a presenca de
tecido fibroso envolvendo o nucleo lipidico. Divide-se em fibroateroma que tem como
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caracteristica a formacdo de uma camada de tecido fibroso envolvendo o nucleo
lipidico, em placa calcificada correspondendo a presenca de célcio na camada
fibrosa ou no nucleo lipidico e a placa fibrética onde se evidencia o tecido fibrosado
com auséncia de nucleo lipidico (STARY et al., 1995).

2.3.6- LESAO DO TIPO VI

E preponderante a formagdo de trombo, fissura, rotura, hemorragia ou
erosdo. Sao as causas dos eventos coronarianos isquémicos agudos e geralmente
sdo oriundos de placas do tipo IV ou V. A complicacdo da placa tem maior chance
de ocorrer quando existe remodelamento do vaso, presenca de um nucleo lipidico
superior a 40% da éarea total da placa, capa fibrética fina e presenca de grande
quantidade de células inflamatérias (STARY, 1992).

2.4- MODELO EXPERIMENTAL DE ATEROGENESE EM COELHOS

ANITSCHKOW (1913) induziu, pela primeira vez, aterosclerose em
coelhos alimentando-os com gema de ovo e colesterol puro tendo resposta em
algumas semanas de dieta: a aorta de 90% dos coelhos apresentou placas
acinzentadas semelhantes as das corondrias de homens vitimas de infarto do
miocardio. Posteriormente, o autor concluiu que o colesterol ndo era o unico
responsavel pelos aparecimentos das placas ateroscleréticas, uma vez que repetiu

0s experimentos em ratos e cachorros € ndo obteve o0 mesmo resultado.
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Para SARAIVA et al. (1978), o esvaziamento gastrico do coelho é muito
lento, podendo encontrar residuo alimentar com 5 dias de jejum, e portanto devem
ser utilizados para estudos de investigacdo da absorcdo de medicamentos
administrados oralmente ou para estudo de dietas. Estes animais nao conseguem
vomitar, e seu estbmago deve estar sempre cheio com alguma coisa, pois podem
morrer se tiverem o estomago vazio (MIRASOL, 2008).

Segundo, KARNABATIDIS et al. (2006) tanto a artéria como a veia
auricular sdo excelentes vias medicamentosas, anestésicas e de puncao em relacao
a outros vasos. Estes autores utilizaram 30 coelhos Nova Zelandia e o sucesso foi
demonstrado em relagdo aos outros acessos de vasos.

Do género oryctolagus (cuniculos), pertencente a familia lagomorpha, a
variedade albina é de facil criagdo, especialmente a raca Nova Zelandia que chega
ate 4 a 5 kg de peso. E um bom modelo experimental para estudo da aterosclerose.

Drogas podem ser administradas por via oral, por meio de sonda
orogastrica ou na agua de beber, injecbes intravenosas podem ser feitas com muita
facilidade na veia marginal da orelha, pela qual também se pode colher amostras de
sangue para diferentes analises (STAHLKE Jr et al., 2004). A veia auricular lateral é
a via de mais facil acesso no coelho, e por isto animais com longas orelhas sao os
preferidos para os experimentos laboratoriais. A venopunc¢ao na orelha, é facilitada
com uso de cateter de calibre 20 (MURDOCK, 1969).

SMITH (2008), afirma que os coelhos Nova Zelandia adultos, tem seu
peso oscilando entre 4,5 kg para fémeas e 5 kg para machos, sdo animais precoces
chegando a pesar 1,8 a 2 kg em 8 a 10 semanas. As fémeas sdo mansas e
proliferas. O metabolismo do coelho € lento, dieta gordurosa em excesso nao €
queimada, € armazenada como gordura do corpo.

Conforme HERRERA et al. (2001), a fibra estimula e facilita a digestdo no
coelho, sua reducdo determina diarréia, devido ao crescimento de bactérias
indesejaveis.

Quanto as dietas administradas, cada autor utilizou um modelo diferente:
o TELOKEN et al. (2000), fizeram uso de 27 coelhos Nova Zelandia, sendo um
grupo com 7 coelhos que recebeu racdo padrao e mais dois grupos com 10
animais que receberam racao acrescida com 0,5% de colesterol mais 4 % de banha
animal em 5 semanas e 10 semanas. A racado era fornecida em 150 g diarias
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juntamente com o complemento descrito. Como resultado o grupo controle
apresentou ganho de peso ( 620 g) no final do experimento. A taxa de colesterol
total no sangue, foi de 100 mg/dL e triglicerideo 98 mg/dL. O grupo que recebeu
dieta rica em colesterol em 5 semanas aumentou o peso em 1070 g, teve taxa de
colesterol total de 103,4 mg/dL e triglicerideo de 114 mg/dL. O grupo tratado em 10
semanas obteve aumento de peso em 920 g, colesterol total em 314,1 mg/dL e
triglicerideo em 122 mg/dL.

Ja KUYMJUIAN et al. (2004), realizaram experimentos em 38 coelhos Nova
Zelandia, com dieta enriquecida de colesterol a 0,5 % durante 12 semanas. Um
grupo com dieta regular, e 0s outros grupos respectivamente com antagonistas de
canais de célcio ( amlodipina, diltiazem e nifedipina) durante o mesmo periodo para
formacao de placas na aorta e carétida. Os antagonistas de canais de calcio ndo
modificaram a aterogénese induzida experimentalmente pela dieta rica em colesterol
tanto na aorta como na artéria carotida.

Administrando dieta aterogénica, com valor de 1200 mg de colesterol
diario, em 6 coelhos por um periodo de 4 meses de tratamento AMARAL et al.
(1989), observaram lesdes ateroscleréticas nas artérias intercostais, ocasionando
isquemia sobre 0s 0ssos vertebrais, tendo relagdes semelhantes as percebidas no
ser humano.

ALARCON (2004), administrou 118 dias, em 4 grupos com 5 coelhos,
uma dieta aterogénica com 60 mg/dia de colesterol, obtendo taxas de colesterol total
baixas.

MANRESA e RECEDILLA (1986) demonstraram que as lesdes
ateromatosas sdo mais observadas na aorta abdominal e em bifurcacdes. A leséo
inicia-se com estria fibrosa, que tem aspecto esbranquicado, elevando
discretamente o endotélio e em seguida a formacao da placa fibrosa, o ateroma.
Para encontrar estes resultados foram utilizadas 10 ratas Sprague-kawly, que
ingeriram 2% de colesterol mais 5% de 6leo de coco durante 60 dias.

GONZALES-GONZALES et al. (2005) fizeram uso de ragdo aterogénica
em coelhos divididos em um grupo jovem (750 g) e um adulto (3500 g), baseando-se
o protocolo de MANRESA e RECEDILLA (1986). Esta dieta modificada era
composta por 25,5 g colesterol mais 1,5 g de tiouracil, 10 g de acido cdlico e 200 g
de manteiga. Estes foram padronizados com 200 g de mistura para um quilo de
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racdo. Neste experimento a taxa de mortalidade foi em maior nimero nos coelhos
adultos (5 coelhos) alimentados com dieta aterogénica.

JALDIN et al.(2006), em seus experimentos, evidenciaram que a dieta
com gema de ovo determina aterosclerose leve em coelhos e alteragdes
semelhantes as provocadas pelo colesterol purificado comercial; que pode ser
utiizada como fonte de colesterol alimentar de baixo custo em modelos de
aterosclerose experimental, contudo esses autores ndao formaram grupo com
colesterol puro para comparar com seu controle e com o grupo alimentado com
gema.

AMARAL et al. (1989) utilizaram 12 coelhos para serem alimentados com
dieta rica com 350 mg de colesterol durante 60 dias misturado com banha de porco.
Estes autores ndo referem quanto de banha deram aos animais. Foram observadas
lesbes ateroscleréticas e obstrucdes vasculares em diversos ramos da artéria aorta
em especial coronaria e intercostal.

RENOUD e LECOMPTE (1970) em experimento com 16 coelhos de 2
semanas durante 9 meses pesando 1 a 1,5 kg, formou 3 grupos: grupo 1, foi
alimentado com 100 g de racdo comercial (6 animais); o grupo 2, com dieta
preparada com 89,9% de racdo, 5% manteiga, 5% Oleo de milho e 0,1% de
colesterol (4 animais) ; e grupo 3, com 89,9% de racao, 10% de manteiga e 0,1% de
colesterol (6 animais). Foi realizada coleta de sangue para hemoanalise. Nos 9
meses de experimento, alcancou os seguintes resultados: grupo 3, 100% do coelhos
desenvolveram aterosclerose.

MARTIN et al. (1985) usaram coelhos pensando 2,34 £ 1 kg durante 12
semanas. Um grupo com 5 coelhos recebeu 2 g de colesterol mais 10 ml de éleo de
oliva. Foram retirados segmentos da aorta toracica e abdominal. No final do
experimento 0s animais obtiveram aumento de peso. Foram encontrados focos
pequenos de calcificacdo e células espumosas em quatro segmentos arteriais
analisados: arco da aorta, primeiro e décimo segundo segmentos toracicos da aorta

e artéria mesentérica superior.

AMARAL et al. (1989) avaliaram, em estudo experimental, lesbes
ateroscleroticas produzidas com dieta aterogénica. Foram utilizados 12 coelhos com
6 meses de idade pesando entre 2500g a 3000g durante 4 meses. Um grupo com 6
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coelhos recebeu dieta com volume de 160g diarios. Esta dieta, foi composta com
ragcdo comercial, colesterol e banha de porco perfazendo ingesta de 1200 mg de
colesterol. OQutro grupo recebeu apenas ragdo comercial. Os resultados
demonstraram lesdes ateroscleréticas e obstrucbes vasculares em muitas artérias

principalmente nas artérias coronarias e intercostais.

2.5- HEMOANALISE EM COELHOS ALIMENTADO COM DIETA
ATEROGENICA.

SANTOS (2001) utilizou valor padrdao de referéncia dos lipidios para
individuos acima dos 20 anos de idade em seu experimento: colesterol total menor
que 200 mg/dL, étimo; LDL-c menor que 100 mg/dL, 6timo; HDL-c menor que 40
mg/dL baixo e maior que 60, alto; e taxas de triglicerideos menor que 150 mg/dL,
6timo.

No experimento de PERCARIO (1993), a racdo rica em colesterol, foi
preparada pela vaporizagao de uma solucdo de colesterol em cloroférmio sobre a
racdo na proporcao de 1,5 g de colesterol para 100 g de racao e o valor de LDL-c foi
calculado matematicamente pela equacdo de Friedwald: LDL = Col total -
(HDL+Tg/5) de acordo com LESSA et al. (1997).

Com 24 coelhos ( 4 grupos com 6 animais) , FERNANDES et al. (2006),
avaliaram o colesterol plasmatico com uso de extrato etanélico de proépolis. Para
hipercolesterolemia dos animais a dieta foi enriquecida com gema de ovo. Estes
grupos tratados tiveram um aumento significante no nivel de colesterol total e LDL-c
(p<0,05).

MERRIL et al. (1957), realizaram experimentos com 27 coelhos com
aproximadamente 10 meses formando 3 grupos: o grupo 1 com 6 animais que

recebeu apenas a racdo comercial, o grupo 2 que recebeu racado suplementada com
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2% de colesterol e grupo 3 com ragao, colesterol 2% mais 0,4% de acido nicotinico
durante 8 semanas. No resultado deste experimento o grupo 2 obteve valor do
colesterol total de 1300 mg/dL. No grupo com dieta acrescida com colesterol 2%
mais 0,4 % de acido nicotinico obteve taxas de 500 mg/dL.

CONNOR et al. (1967), usaram 36 coelhos formando 5 grupos. A dieta
foi racdo comercial (6 animais de controle, duracdo 12 meses), manteiga de cacau
(duracao 11 meses, 12 animais) , 6leo de coco (6 meses, 10 animais) , manteiga (4
animais, 8 meses) e manteiga com 0,25% de colesterol (4 animais, durante 4 meses
e_meio). O nivel de colesterol total foi crescente no grupo com manteiga a 0,25% de
colesterol, chegando a taxa de 596 mg/dL no final do experimento.

No experimento de HENRY et al. (1981), foram utilizados 56 coelhos
pesando entre 2,3 kg a 2,6 kg. O grupo que recebeu 2 % de colesterol, obteve taxa
de colesterol total de 1903 mg/dL. Estes coelhos antes do experimento tinham taxas
de colesterol total em 45 mg/dL. Os valores de triglicerideos chegaram a 129 mg/dL,
diferentemente da taxa anterior ao experimento (90 mg/dL). Este experimento foi
realizado em oito semanas.

KAGAN et al. (1981), em seu modelo experimental, utilizaram coelhos
pesando entre 2,5 e 3,5 kg, formando 2 grupos para tratamento dietético. O grupo 1
(controle), recebeu ragdo comercial em 100 g e 0 grupo 2 recebeu a racao mais 2 g
de colesterol mais 8 g de éleo de amendoim por dia durante um periodo de 105 dias.
O nivel de colesterol total na ultima coleta foi bastante significante, chegando aos
valores de 3450 mg/dL.

WAKASUGI (1984), usou 2 grupos com 8 coelhos, pesando de 2,8 a 3,4
kg, para realizar uma dieta com estes. Um grupo com ragcdo normal (100 g) e o
segundo grupo com racao comercial modificada (100 g mais 1% de colesterol). Foi
analisado o total de colesterol e ftriglicerideo durante uma semana de dieta. O
resultado do grupo com racao comercial obteve taxa de colesterol total de 58 mg/dL,
sendo LDL-c 17 mg/dL e HDL-c 24 mg/dL e de triglicerideo em 63 mg/dL. O grupo
tratado com colesterol obteve taxas de colesterol total em 517 mg/dL, LDL-c em 228
mg/dL e HDL-c em 22 mg/dL, e triglicérides em 33 mg/dL.

BOCAN et al. (1993), com tempo de 9 semanas, realizaram um
experimento em coelhos pesando entre 1,2 kg e 1,5 kg, formando 7 grupos com 8
animais. Um grupo com racao comercial, segundo grupo com 0,1% de colesterol, o
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terceiro grupo com 0,25% de colesterol, grupo 4 com 0,5% de colesterol, grupo 5
com 1% de colesterol, grupo 6 com 1,5% de colesterol e grupo 7 com 2% de
colesterol . Na nona semana foram retiradas segmentos da aorta toracica e da
femoral para observar desenvolvimento da aterosclerose. Nos grupos alimentados
com 1%, 1,5% e 2% de colesterol obtiveram valores préximos de colesterol total no
dia 30 e no dia 63, que foram entre a 800 de 1000 mg/dL. Nos valores 0,25% de
colesterol foi percebida a presenca de lesdes fiboromusculares e na artéria femoral foi
notada a presenca de lesdo com extensao de células espumosa (50%). Nos grupos
de 0,5%, 1% e 2% de colesterol foram encontrados presenca de macréfagos, lesdes
fibrosas. Concluiu que 1% de colesterol na dieta é ideal para aterogénese em
coelhos.

Em experimentos com coelhos alimentados com 100 gramas de racao ao
dia acrescentada, apenas, de 0,5% de colesterol e 2% de gordura de coco, foi
possivel promover disfungdes do endotélio (RIBEIRO JORGE et al., 1997). Neste
experimento testaram dois grupos com 7 coelhos da raca Nova Zelandia com peso
de 2,14+0,16 kg : um grupo com racdo normal e o segundo grupo com 100 g de
racao, acrescida com 0,5% colesterol e 2% de gordura de coco durante 30 dias. No
final do més a taxa de colesterol total ultrapassou 1600 mg/dL e LDL-c chegou ao
valor de 1000 mg/dl.

Retomando a pesquisa em coelhos RIBEIRO JORGE et al. (1998),
separaram trés grupos com 10 coelhos machos pesando em media 2,5 kg com
idade média de oito semanas para um tratamento dietético com duracao de 30 dias:
0 grupo controle, um segundo grupo com 6leo de babacu a 10% mais 0,5 % de
colesterol e o terceiro grupo com suco de berinjela. A administracdo com 0,5% de
colesterol juntamente com a gordura de babacu a 10% mostrou acentuada elevacéao
do colesterol total (2183%), da LDL-c (4875%) e das triglicérides (174%) quando
comparadas com grupo controle. Aterosclerose foi identificada na parede da aorta.

Na pesquisa de ASAI et al. (1998), dois grupos de coelhos da Nova
Zelandia, pesando entre 2,3 -2,7 kg, receberam dieta aterogénica. O grupo |, com 19
animais (grupo da esplenectomia); e o grupo Il, com 14 animais (grupo controle). O
grupo com 19 coelhos foi dividido em dois subgrupos: 12 coelhos com dieta com 1%
de colesterol e 7 coelhos com racao comercial. O segundo grupo também foi dividido
em dois subgrupos: 9 coelhos com dieta 1% de colesterol e 5 coelhos com racéo
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normal. Foram retiradas aorta para rotina histolégica e foram realizadas analises do
sangue. O valor do colesterol total no dia 0 passou de 42 mg/dL para 1689 mg/dL
em seis meses. No grupo Il passou de 56 mg/dl para 2227 mg/dL. A taxa de HDL-c
no grupo I mudou de 20,8 mg/dL para 31,5 mg/dL e no grupo Il de 28,3 mg/dL para
29,6 mg/dL. A taxa de triglicerideo no grupo | passou de 84,8 mg/dL para 454,6
mg/dl e no grupo |l de 104 mg/dL para 718,3 mg/dL. Em exame microscoépico foram
notadas células espumosas na aorta. No grupo |, foram observadas 26% de
formacao de placas aterosclerética e no grupo 1l 13,7%.

IHARA et al. (1998), experimentaram dois protocolos de indugdo de
aterosclerose em coelhos adultos, um modelo para fase aguda com 18 animais,
adicionando a racao 1,5 % de colesterol durante dois meses e o0 outro modelo para
fase crénica com 40 animais incluindo a dieta 0,5 % de colesterol durante trés
meses. O nivel inicial de colesterol plasmatico passou de 41 mg/dL para 986 mg/dL
apos um més e aumentou para 1416 mg/dL apds os trés meses. Exame histolégico
revelou lesdo hepatica. No experimento para fase crénica o nivel de colesterol total
foi superior a 1000 mg/dL e lesbes na aorta foi maior. Concluiram que os 2 modelos
sao uteis no estudo de evolucao ateroscleréticas. Quanto ao peso dos animais nao
houve diferenga significante durante os experimentos e o consumo de ragado foi
menor, apés um més de dieta com colesterol, em relacdo aqueles grupos
alimentados com racao comercial.

TELOKEN et al. (2000), estudando 27 coelhos machos Nova Zelandia,
formaram 3 grupos: o primeiro grupo com 7 coelhos recebeu ragdo comercial, 0
segundo grupo com 10 animais foram alimentados com dieta rica 0,5% de colesterol
mais 4% de gordura de porco e terceiro grupo com 10 animais com dieta acrescida
a 0,5% de colesterol. A ragao diaria foi de 150 g e agua livremente durante 10
semanas de experimento. No grupo controle o colesterol total alcancado foi de 100
mg/dL e de LDL-c valor de 84 mg/dL e a taxa de triglicerideo obtido foi de 98,2
mg/dL no final de experimento. O grupo que recebeu colesterol a 0,5%, obteve
colesterol total de 103,4mg/dl, LDL-c de 144,9 mg/dL e o valor do triglicerideo
alcangou 114,6 mg/dL. Com a dieta com colesterol mais banha as taxas de
colesterol total foram de 314,1 mg/dL, LD-c de 268,9 e triglicerideos de 122 mg/dL.
Concluiram que 10 semanas sao suficientes para aumentar os niveis séricos de

colesterol total.
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VALIENTE et al. (2001), utilizaram 18 coelhos machos Nova Zelandia
com média de 2,4 kg que receberam 100 g diarias de racao e foram divididos em 3
grupos: grupo | dieta suplementada com 0,5% de colesterol, durante 12 semanas,
grupo Il alimentado com racdo suplementada com 1% de colesterol e grupo |l
alimentado com racdo normal. No grupo |, o peso inicial alterou de 2,33 kg para 2,77
kg, no grupo Il de 2,4 kg para 3,23 kg e no grupo lll de 2,4 kg passou para 2,7 kg.
No grupo |IlI, todos os coelhos apresentaram manifestagcbes de lesdes
ateroscleroticas na artéria carétidas (estrias gordurosas) e taxas de colesterol total
em 723,9 mg/dL; enquanto que no grupo |, com taxas de colesterol de 486,5 mg/ dL,
apenas 2 coelhos apresentaram estas lesées. Experimento com 1% de colesterol é
um bom modelo experimental para formacdes ateroscleréticas em coelhos.

LIMA et al. (2003), utilizaram coelhos Nova Zelandia, com peso médio de
2200+100 g, com 12 semanas de idade receberam racdo comercial com 100 ¢
diarias e agua a vontade. Os coelhos foram separados em 6 grupos com 6 animais.
O grupo 1, com racdo normal; grupo 2, com ragao acrescida 0,5% de colesterol e
acido cdlico; grupo 3, com racao mais colesterol mais acido célico e bixina; grupo 4
com racao mais 0,5% colesterol mais acido célico e quercetina, grupo 5 com racao
mais 0,5% colesterol e acido colico mais bixina e quercetina; e grupo 6 com ragao
mais 0,5% colesterol mais acido colico e norbixina. Em 28 dias de tratamento as
amostras do sangue foram coletadas para obtencdo dos soros. Todos os grupos
tratados com colesterol a 0,5% tiveram aumento no nivel de colesterol total em
media 10 vezes maior que o grupo 1 (ragdo normal).

STAHLKE Jr et al. (2004), realizaram experimentos em 2 grupos com 10
coelhos pesando 20001456 g durante 60 dias. Usando metionina no grupo | e no
grupo Il como controle. Foram colhidas amostras de sangue para dosagem de
colesterol, triglicerideos, HDL-c, LDL-c e homocisteina nos dias 0, 30 e 60.
Segmentos proximal, intermédio e distal da aorta foram coletados para exame
microscopico. Nesta analise, identificaram-se depdsitos subendoteliais de
macréfagos espumosos, fazendo protrusdo na luz do vaso, sem sinal da presenca
de célcio nos segmentos citados.

RIBEIRO JORGE et al. (2005), utilizaram grupos com 10 coelhos
hipercolesterolémicos como controle e os outros grupos com atorvastatina,

fluvastatina, pravastatina e normal. Com excecédo do grupo normal, aos animais foi
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administrada racao comercial acrescida de 0,5 % de colesterol e 2% de 6leo de coco
durante 35 dias. No final do tratamento todos os animais tiveram ganho de peso
com média de 200 g. Em média o grupo alimentado com colesterol e éleo de coco
obtiveram o valor de colesterol total em 760 mg/ dL. Do LDL-c em 600 mg/dL,
diferentemente dos demais grupos que apresentaram média de 200 mg/dL de LDL-
c, alem deste resultado, o grupo tratado com colesterol , também apresentou
evolugédo da aterosclerose, onde foi observado maior concentragdo de lipossomos
extracelulares na regidao endotelial.

JALDIN et al. (2006), Experimentaram 14 coelhos machos, pesando em
média 1200 kg. Constituindo dois grupos: grupo | de controle 150 g de ragao e o
grupo Il que recebeu dieta contendo uma gema de ovo misturada a 13, 5 ml de 6leo
de milho para cada 150 g de racdo comercial. A racdo mais a dieta foram
processadas para peletizacao. A duragao experimental foi de 3 meses. Considerou a
cada gema de ovo tendo como referéncia 225 mg de colesterol (TABELA DE
COMPOSICAO QUIMICA DOS ALIMENTOS, 2007). Foram retirados segmentos da
aorta toracica e abdominal, artérias renais e bifurcacées da iliaca, femoral e
carétidas. No grupo controle ndo foram encontrados diferencas significantes, mas no
grupo com gema de ovo foram encontradas células espumosas e estavam presentes
na aorta abdominal, renal, carétidas e femoral. Em apenas um animal foi observado
0 espessamento da intima em grau moderado na transicdo da aorta toracica para
abdominal. Os niveis de colesterol obtidos com dieta a 0,15% de colesterol vindo da
gema sao bem inferiores aos atingidos com dieta contendo 1% de colesterol
purificado, entretanto no final do experimento foram muitos proximos os niveis
plasmaticos denotando certa equivaléncia. A gema foi ineficaz na elevagdo de
triglicerideos plasmatico em relacéo ao colesterol purificado 1%. A gema pode ser
utiizada como fonte de colesterol alimentar de baixo custo em modelos de
aterosclerose experimental. O grupo que recebeu dieta suplementada teve peso

corporal maior que o grupo controle estatisticamente significante.



3. MATERIAL E METODO
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3.1 - AMOSTRA

Foram utilizados 42 coelhos ragca Nova Zelandia adultos machos
nascidos com uma diferenca de no maximo trés semanas, os animais foram
desmamados apdés 40 dias, sendo nessa época admitidos ao experimento com peso
que variou entre 700 e 800 g, alimentados com racao Socil® e agua ad libitum.
Quando os animais atingiram entre 7 a 8 meses iniciou-se 0 experimento, apesar de
serem criados nas mesmas condi¢cdes e local, em gaiolas individuais, pesavam entre
2000 e 3000 g . Estes coelhos ficaram em uma cunicultura a temperatura e luz
natural, localizado em Marechal Deodoro no Hospital Escola de Veterinarios do
Centro de Estudos Superiores de Macei6 — CESMAC, onde foram acompanhados
por médicos veterindrios antes e durante a pesquisa.

O tamanho da amostra foi definido baseado na maioria dos protocolos
internacionais que utilizam esse modelo experimental, sendo estes realizados
freqientemente com cinco ou sete animais.

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 informacao
sobre o valor de p, usa-se p = 0,5 e assim trabalhando-se com uma amostra de
tamanho grande, ha maior seguranca nos resultados encontrados. Dessa forma foi
utilizado p = 0,5 e confianga de 95% para populacéo Infinita seguindo a férmula: n =
Z’[p(1-p)/e®] (SCHMIDT, 2007).

O valor de p (1 — p) = 0,25 quando p vale 0,5 e para o valor de z Foi
consultada a tabela para area de 47,5% = 0,475, obtendo valor de Z = 1,96 desvios
padrbées. Admitindo o erro padronizado a 0,37 foi achado o niumero de animais para
nivel de significancia de resultado: n=1, 962[0,5(0,5) / 0, 37%] & n=7.
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3.2 - RANDOMIZACAO DA AMOSTRA

Os coelhos foram randomizados em 6 grupos com 7 animais: grupo 1, 2,
3, 4, 5 e 6. Os animais foram enumerados de 1 a 42 e num saquitel foram colocados
papéis enumerados de 1 a 42. Foi solicitado a uma pessoa nao participante do
experimento a puxar do saquitel cada numero. Conforme o0s numeros eram
sorteados, os animais eram alocados um em cada grupo, até que 0s grupos
estivessem completos. Assim, foi determinado um coelho por gaiola. Os coelhos
foram pesados com uma balanga digital de precisdo Marte®, modelo AS 5000 C
com carga maxima de 5 kg e minima 5 g. Para evitar a mistura de animais durante
as manipulagdes, cada animal recebeu um namero na face interna da orelha direita,
com pincel atémico de cor preta (Fig. 1). A descricdo dos grupos randomizados €
descrita a seguir (item 3.3).

Figura 1. Numero localizado na face interna auricular do

coelho 38 (grupo G2 — Colesterol).
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3.3- DIETA

Para todos os grupos, foi oferecida diariamente, 200 gramas de racéo e
agua ad libitum, havendo sobra, a dieta era novamente complementada até 200 g.

Como os coelhos tém o habito de roer a racdo, quando a racdo nao tinha
mais a forma de graos, era desprezada e substituida por nova.

A racao utilizada foi a Socil® tem a composicdo basica necessaria 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%).
A dieta complementar foi preparada diariamente, durante 100 dias, segundo o
protocolo padronizado neste experimento com:

a) Gema de ovo de galinha Carnauba® tipo grande que em 100 ml
apresenta a seguinte composicao: colesterol (997,5 mgq); lipidios totais (28,7 g) e
acidos graxos saturados (8,53 g).

b) Banha de porco industrializada Sadia® em 100 g apresenta colesterol
(72 mg), lipidios totais (60 g) e acido graxo saturado (39 g).

c) Colesterol puro.

Estes complementos dietéticos, foram escolhidos por serem de menor
custo e para se verificar qual a eficacia destes na formacao de aterosclerose em
comparacao com a administracao de colesterol puro Imtrextraco®. Os grupos foram
assim distribuidos:

Grupo 1 (G1) - Grupo de controle, que recebeu apenas a ragao Socil®

em 200 g diaria.

Grupo 2 (G2) — Racao acrescida com 1 g de colesterol.
Grupo 3 (G3) — Racao e 20 ml de gema ao dia.
Grupo 4 (G4) — Racao e 20 ml de banha ao dia.
Grupo 5 (G5) — Racao e 40 ml de gema ao dia.
Grupo 6 (G6) — Racao e 40 ml de banha ao dia.
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Com excecao do grupo colesterol, onde foi administrada 1g diaria em
duas tomadas seguidas de 0,5 g, os demais grupos receberam o complemento
alimentar dividido em duas tomadas diarias via sondagem oral (Sonda de Nelaton n°
18), com intervalo de 4 a 5 horas por um periodo de 100 dias.

A racao foi pesada e oferecida pela manha e deixada a disposicdo do
animal. Ao trocar a dieta no dia seguinte, foi pesada a eventual sobra do dia anterior

para calculo da dieta efetivamente consumida.

3.4 - PREPARO E ADMINISTRAGCAO DA DIETA ATEROGENICA

O preparo da dieta foi diario para se evitar contaminagdo dos animais ou
do préprio alimento. Antes da sondagem oral, a banha foi aquecida no forno de
microondas para liquefagdo. Os valores de referéncia seguiram a tabela de
composi¢ao na Industria Sadia® e na Unifesp correspondendo as taxas de colesterol
em 7 mg em por¢do de 10 ml do produto. A gema foi ofertada crua aos coelhos, a
opcao por se administrar a gema na forma liquida, foi para facilitar a maior absorcao
possivel de colesterol que é melhor do que a administracdo na forma sélida. Cada
gema tem como referéncia 225 mg de colesterol (TABELA DE COMPOSICAO DE
ALIMENTO, 2007). Para a ingestdo da gema, os ovos foram limpos, lavados com
hipoclorito de s6dio e deixados de molho por 5 minutos e abertos no momento da
sondagem, evitando assim deterioracdo e contaminagao da dieta. O colesterol foi
administrado através de uma seringa de 5 ml especialmente preparada para injecao
do pd (cortada sua extremidade para introducdo do pd) , sem nenhum meio
solvente, assim havia a certeza que o animal ingeriu exatamente 1g de colesterol.
Nesta administracdo a seringa foi introduzida até o istmo das fauces (orofaringe)
para ocorrer o reflexo de degluticdo. O colesterol administrado, nao foi perdido, pois

a propria saliva do animal tornou o colesterol homogéneo e o animal foi mantido em
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posicao inclinada por tempo de 3 minutos para evitarmos qualquer perda da ingesta.
Este colesterol (Imtrextraco ®) foi adquirido exclusivamente para o experimento.

A pequena quantidade de colesterol puro (1 g) era injetada, em duas
tomadas de 0,5 g lentamente, para evitar falso trajeto e conseqliente engasgo e
pneumonia aspirativa do animal. A opcdo por este modelo, deveu-se ao
entendimento, que dissolver 1% de colesterol na ragcdo, como ocorre em varios
protocolos experimentais, nao garantiria que o grupo faria ingesta homogeneamente,
ja que cada animal deglute quantidade diferente de ragéo, independentemente a
idade que tenha. Portanto, o colesterol dissolvido em peletas, ndo garantiria que o
animal deglutisse toda a racao oferecida o que ndo nos conferiria a certeza que cada

animal ingeriu exatamente 1g de colesterol.

3.5- DOSAGEM BIOQUIMICA

Foi realizada analise bioquimica do sangue ap6s jejum de 12 a 14 horas
(PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO, 2007) em todos os coelhos, para
verificacdo de suas taxas de colesterol Total, HDL-c e LDL-c bem como de
triglicerideos. O procedimento foi realizado 4 vezes (dias 0, 30, 60 e 100) de
tratamento dietético. O sangue foi coletado na artéria auricular central (Fig.2), com
seringa de 5 ml e condicionado em tubetes de 6 ml sem anticoagulante para analise.
Ao fim da coleta amostras eram encaminhadas a clinica de hemoanalise onde foram
centrifugadas e seguiram o procedimento operacional padrdo para analise do
colesterol total, HDL-c e triglicerideos. As fragées do LDL-c foram obtidas através da
férmula Friedewald: LDL-c = [(CT-c - HDL-c) — (TG/5)].

Todos os dados colhidos foram anotados em protocolos especificos e
individuais para cada animal, a quantidade de racdo consumida e quaisquer outras
alteracdes observadas foram igualmente registradas.
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Figura 2. Artéria auricular central (Seta).

3.7- EUTANASIA E HISTOPATOLOGIA

No final do experimento, cada animal foi submetido a procedimento
cirurgico para a retirada de fragmento da artéria carétida comum direita préxima de
sua bifurcacéo, do arco aértico para descendente e a artéria femoral direita em nivel
de sua emergéncia; para isto foi realizada a incisdo mediana
cervicotoracoabdominal e na face medial da coxa. Esses segmentos foram
dissecados por planos até expor os vasos para a retirada dos fragmentos nos quais
foram tratados e colocados em solucao de formaldeido a 10%.

Para a eutanasia, os animais foram previamente anestesiados com
cloridrato de cetamina (Ketamina®) 9 mg (IM), associado ao cloridrato de Xilazina
(Rompun®) na dose de 30 mg (IM) (SANFORD e COLBY, 1980). A eutanésia
ocorreu com a administracdo destes anestésicos. A dose foi ultrapassada, até ser
observada parada cardio-respiratoria do animal.
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Apés a realizacao da dieta para a inducao de placas ateroscleroticas, o0s
vasos retirados foram submetidos a rotina histoldégica e coradas com Tricrdmico de
Masson para microscopia de luz.

3.8 - ANALISE 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 e desvio padrdo. Para comparacées entre 0s grupos
tratados com a dieta complementar foi usado o ANOVA one-way e uso do teste de
Tukey para saber se existiam ou nao diferencas significantes entre as médias dos
tratamentos aplicados. Foi adotado o nivel significante de 95% para evitar o risco de
falsa rejeicao da hipoétese nula (p<0,05). Para caracterizar os resultados significantes

utilizamos um asterisco (*) e nao significante (NS).



4. RESULTADOS




29

Nesse experimento, observou-se que 100% dos animais desenvolveram
doenca aterosclerética quando alimentado com 1g de colesterol, 0 que também
ocorreu com todos os alimentados com 20ml de gema, demonstrando que os dois
modelos sdo eficazes na inducdo desta patologia. Contudo, a média do
espessamento endotelial apés 100 dias, foi sempre maior no grupo com gema, em
relacdo ao grupo com colesterol. O modelo com a gema foi tdo melhor que o modelo
com colesterol, que a média do espessamento conseguido chegou a ser 399,4%
maior quando se analisou a aorta, 398,2% na femoral e 66,2% na carétida comum.

Os resultados detalhados sdo apresentados a seguir:

4.1- ADAPTACAO A DIETA

O comportamento dos grupos em relacdo a dieta desenvolveu-se da
seguinte forma:

G1 (controle) - Seguiu-se o padrdo habitual do animal ofertando
diariamente 200 g de racao.

G2 (colesterol 1g), G3 (gema 20 ml) e G4 (banha 20 ml) — Adaptaram-se
bem a dieta administrada, dividida em duas tomadas (gema e banha), sem &bito
nestes grupos. Apesar de 2 coelhos do grupo do colesterol apresentarem sinais de
acidente vascular encefalico no final do experimento no 95° dia (Fig. 5). Na analise
necroscopica foi observada esteatose hepatica em 7 animais (100%) do G2 e 5
(71,4%) do G3 (Fig. 6). Nestes grupos, as fezes apresentaram tonalidade escura
(Fig. 11).

G5 (40 ml de gema) e G6 (40 ml de banha) - ndo se adaptaram a dieta.
Estes grupos foram suspensos no 30° dia de experimento em decorréncia de
evolucao para o6bito (6 animais do grupo G5 e 4 animais do grupo G6). No grupo G5
e no G6, o resultado da necropsia identificou enterite mucdide com congestao

gastrointestinal (Fig. 3 e 4). Esta dieta acarretou imediato efeito colateral nos
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animais como afagia, astenia, disenteria e melena. Mesmo com a suspensdo
imediata da dieta, os cuidados tomados para manter a vida dos animais doentes nao
tiveram éxito. Ficou evidente que este volume de dieta ndo € suportada pelos

animais, mesmo sendo administrada em duas tomadas.

Figura 3. Enterite mucodide no intestino grosso (G5 - gema 40 ml).
Observar-se distensao de alcas Intestinais (seta).

Figura 4. Enterite mucoéide no intestino grosso.

(grupo 6 - banha 40 ml). Observar-se distensao de al¢cas



Intestinais (seta).

Figura 5. Acidente vascular encefalico: hemiplegia esquerda
(grupo 2 - colesterol 1 g).

Figura 6. Esteatose hepatica no coelho do grupo 2

(colesterol 1 g).

31
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No ultimo trimestre do experimento, o grupo controle reduziu em média
13,6% 0 volume diario de racédo ingerida, este resultado em relacdo aos demais
grupos foi significante (P<0.0001).

O apetite dos animais por racao evoluiu de forma semelhante nos grupos
G2 (gema) ao G4 (banha), aumentando sua ingesta gradativamente; nestes grupos,
apenas o G2 foi significante em ralacdo ao G6. No grupo G5 apetite diminuiu (12,5%)
no 30° dia. No grupo G6, os animais se adaptaram e passaram a se alimentar melhor
com aumento de 305,5% (Tab. 1).

Tabela 1. Média, desvio padrao e porcentagem da ingesta diaria de racao (g)
conforme o dia e o grupo experimental. (G1) controle, (G2) 1 g de colesterol,
(G3) 20 ml de gema, (G4) 20 ml de banha, (G5) 40 ml de gema, (G6) 40 ml de
banha.

GRIPO GI (% G (% G (% G4 (%) G (% G (%

1 167,1£15,8 62,8+14,2 58,1113,2 33,3101 M,2:11,2 14,4+7 4

0 162,834 25 809365 288 621213 68+ 3824178 147 48«47 123 384537 300
60 1538:334 79 8434178 352 8484193 459+ 171 534

100 1443416 136- 77,7198 23,7 057+34,7 131+ 657¢322 913

P< 0,05. G1* vs G2, G1* vs G3, G1* vs G4 ,G1* vs G5, G1* vs G6, G2* vs G6 .

Analisando a tabela 1, observa-se que apenas o grupo controle (G1) e 0
grupo com 40 ml de gema diminuiram o volume de ragéo ingerido em relagéo ao
inicio do experimento.

Conforme esperado pelos pesquisadores, 0s animais em que foi

administrado colesterol, gema, ou banha diminuiram o volume de ragao ingerida.
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4.2- TAXAS DE COLESTEROL

A seguir, apresentam-se separadamente os dados referentes as taxas de
colesterolemia Total, HDL e LDL segundo os grupos:

4.2.1- COLESTEROL TOTAL POR GRUPOS

G2 (1 g de colesterol) — No dia 30 passou de 105,2 mg/dL para 243,3
mg/dL (aumento de 131,3%). O valor de colesterol total médio foi subindo durante o
experimento, sendo que, no dia 100, foi de 105,2 mg/dL para 1005,2 mg/dL (tendo
aumentado 855,5% em relagao ao dia 0).
G3 (20 ml de gema) - Observa-se que houve o maior aumento da taxa
média de colesterol e que foram bastante expressivas, estas aumentaram de 52,2
mg/dL para 1466,6 mg/dL no dia 30 (aumento de 2708,4%) e se mantiveram com
taxas préximas a esta no dia 100 , passando de 52,2 mg/dL para 1820,6 mg/dL
(aumento de 3387,7%).
G4 (20 ml de banha) - No dia 30 passou o valor do colesterol de 69,5
mg/dL para 215,3 mg/dL (aumento de 211,6%), e chegando no dia 100 valor de 69,5
mg/dL para 183,4 mg/dL ( aumento de 163,9%).
G5 (40 ml de gema) - Quanto as taxas de colesterol total este grupo no
30° dia passou de 73,2 mg/dL para 653,8 mg/dL (aumento de 793,2%).
G6 (40 ml de banha) - O colesterol total mudou de 65,7 mg/dL para 145,2
mg/dL (aumento de 121%), do dia zero para o dia 30.
Comparando-se o grupo com dieta de gema 20 ml (G3), a variagdo do
colesterol total foi significante (P<0,0180) em relacdo ao grupo controle (G1)
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chegando a aumentar 3387,7% no dia 100 em relacdo ao dia 0, que passaram
respectivamente de 52,2 mg/dL para 1820,6 mg/dL. A descricdo das médias e
desvio padrao de cada grupo esta melhor detalhada por trimestre na tabela a seguir:

Tabela 2. Média, desvio padrdao e porcentagem da colesterolemia total
conforme o dia e grupo experimental. (G1) controle, (G2) 1 g de colesterol, (G3)
20 ml de gema, (G4) 20 ml de banha, (G5) 40 ml de gema, (G6) 40 ml de banha.

GRUPO &1 (% G (% 6 [ G G () G (%

DIAD  525+113 105,2¢13,6 32,2+286 69,5:37,1 13,2433, 65,7216
DIA30 6244191 18,6 2433+476 1313 1466,6+991,5 27064 215,3+120,9 209,86 653,6+249,9 793,2 145,2:26,3 12
DIAGD  62,3+26,7 18,6 6814+1483 547,7 1819,8+1100,8 3386,2 144,7+557 108,2

DIA100 61,2¢23,8 16,6 1005,2+447,9 855,5 1820,6+1004,1 3387,7 1834+478 1639

* P<0,05. G2 vs G1 e G3 vs G1.

4.2.2- COLESTEROL HDL

Na tabela 3, as frac6es de colesterol HDL-c demonstram com 95% de
confianga, que existiram diferencas significantes entre os grupos, com valor de p <
0, 018. O grupo em que foi administrado 20 ml de gema (G3), obteve destaque com
aumento do HDL-c de 91,5% em relacdo ao dia 0. O resultado deste grupo foi
significante em relacdo ao grupo G1 ( que teve decréscimo 18,1%) e G4 (onde
ocorreu aumento de 50,9%). Os grupos G5 e G6 tiveram decréscimo de 8% e

46,8% respectivamente, resultados estes que néo se revelaram significantes.
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Tabela 3. Média, porcentagem e desvio padrao do colesterol HDL plasmatico
(mg/dL) conforme o dia e o grupo experimental. (G1) controle, (G2) 1 g de
colesterol, (G3) 20 ml de gema, (G4) 20 ml de banha, (G5) 40 ml de gema, (G6)
40 ml de banha.

GRUPO GI (%) G2 (%) G3 (%) G& (%) G5 (%) G6 (%

DIAD 33,2:44 40,5+20,3 25,841, 22,4x20 27463 42,3221,6
DIA30 33,5#53 0,9 36,1143 1p,8- 41,2¢11,3 59,7 44,2101 973 252+1,5 g§. 22,5+14,5 45 8-
DIAGD 29,7+6,1 10,5. 34,5¢13,5 14,8. 54,493 110,8 39,2117 75

DIA 100 27,2+8,3 18,1- 43,5¢13,6 74 494+63 915 33,8#133 509

p <0,05.G3* vs G1 e G3 vs G4. (NS) comparado outros grupos.

4.2.3- COLESTEROL LDL

Valores do LDL-c (mg/dL) plasmatico ndo revelaram diferencas reais e
significantes entre os grupos experimentais (p> 0,12). O grupo G2 obteve nivel de
LDL-c de 1781,1% no dia 100, em referéncia a primeira analise sanguinea. Mesmo
com estes valores elevados, este, ndo obteve dados tao expressivos como no grupo
G3 (20 ml diarias de gema), que apresentou taxa de 14,2 mg/dL (dia 0) para 1742,1
mg/dL no final do experimento (aumento de 12.168,3%), estes resultados, sdo
apresentados na tabela a seguir.
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Tabela 4. Média, porcentagem e desvio padrao do colesterol LDL (mg/dL)
plasmatico conforme o dia e o grupo experimental. (G1) controle, (G2) 1 g de
colesterol, (G3) 20 ml de gema, (G4) 20 ml de banha, (G5) 40 ml de gema, (G6)
40 ml de banha.

GRUPO G1 (%) G2 (%) 63 M) G4 (%) G5 (%) G6 (%)

DIAD 544211 50,4+28,8 14,2436 21,5423 28,4+3,6 2,1:11
DIA3D 14236 163 1904+125 2178 14024197 8873 114,2:38 3153 26,2+2,87,7- 48,2:3,6 2195
DIAGD 18342 2389 631262752 11524 1734,243262 121126 262:26 4,1

DIA100 18,1+4,8 2352 948,1+156,6 1781,1 1742142364 12168,3 76,3+24 1774

Dados expressos NS para os grupos experimentais, p > 0,05.

4.3- DOSAGENS DE TRIGLICERIDEOS

A taxa de triglicerideo no grupo controle obteve aumento de 7%, o grupo
G2 (1 g de colesterol) apresentou reducao de 7,4%. O grupo G3 (gema 20 ml)
aumentou 136,5%. Ja o grupo o G4 (banha 20 ml), que obteve um aumento 278%
(quase o dobro do grupo anterior). Grupo G5 (40 ml gema) aumentou 609,5% em
relagdo a sua primeira analise, sendo significante através do teste de Tukey
comparando-o0 com outros grupos, tendo o valor de p<0,04 (Tab. 5). O grupo G6
(banha 40 ml), em sua segunda analise (dia 30) obteve aumento de 283,5% de
triglicerideo (Tabela 5).



37

Tabela 5. Média, porcentagem e desvio padrao do triglicerideo plasmatico
(mg/dL) conforme o dia e o grupo experimental. (G1) controle, (G2) 1 g de
colesterol, (G3) 20 ml de gema, (G4) 20 ml de banha, (G5) 40 ml de gema, (G6)
40 ml de banha.

GRUPO GI (%) G2 (% G (% G (%) G5 (% Gb (%)

DIAD  69,5+15,2 15,812, 63,9:6,4 102,2+25,2 106,2+32,2 33429

DIA3D 733453 55 809+58 6,7 96445 51,8 298,6+14,2 1922 7535+152,5 609,5 128,1:52,2 2835
DIAG0 764:61 99 78,786 38 155,6:21,1 145 407,2:56,2 2984

DIA100 744436 7 70,2476 74- 150,2¢18,2 136,5 386,332,2 278

p <0,05. Relacao entre os grupos G3* vs G1, G5* vs G1.

4.4 - PESO DO ANIMAL

Os dados da tabela 6, demonstram o peso (g) dos coelhos por grupo
durante 100 dias (exceto o grupo G5 e G6, com duracao de 30 dias), revelando que
0s grupos em tratamento até o dia 100 obtiveram ganhos de peso aproximados,
mais com diferenca significante para o grupo alimentando com 20 g de gema
(aumento de 16,8%) para os 100 dias em relacdo ao grupo controle (aumento de
15,9%) e ao grupo 1 g de colesterol (aumento de 5,3%) com valor de p<0,0002. O
grupo 40 g de gema foi significante (aumento de 1,6%) no dia 30 em relacao apena
ao grupo controle. Apesar do grupo controle (racao comercial) ter consumido maior
volume de racdo, em comparacdo com 0S grupos que receberam outras dietas, ndo
se observou resultados significantes em relacdo ao ganho de peso, conforme pode
ser observado na Tabela 6.
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Tabela 6. Média, porcentagem e desvio padrao do peso (g) do animal conforme

o dia e o grupo experimental. (G1) controle, (G2) 1 g de colesterol, (G3) 20 ml
de gema, (G4) 20 ml de banha, (G5) 40 ml de gema, (G6) 40 ml de banha.

GRUPO Gl % G2 % G3 % G4 % G5 % G6 %
DIAD  2023,2+56,8 2002,4+89,6 2415,5:95,3 2200,2+63,2 2641,6:75,6 2502,3+96,7
DIA30 21483606 6,2 185251091 7,5 2442452 1,1 22003588 0 268524971 1,6 2291841426 84-
DIAGD 22374366 10,6 20004648 0,1- 2624,1+628 86 2286,4+783 3.9

DIA100 2345,1+98,2 15,9 21091+107,6 53 2620,1+479 16,8 2435,6+107,1 10,7

p <0,05. Relacao entre os grupos G3* vs G1, G3* vs G2, e G5* vs G1.

4.5 - ALTERACOES CUTANEAS E FECAIS

O grupo G4 (20 ml de banha), apresentou varias complicacdes clinicas: 2

tiveram alopécia (Fig. 7), 2 xantomas labiais (Fig. 8) e 1 xantoma auricular (Fig. 9),

contudo

nenhum destes animais evoluiu para Obito. 3 animais desenvolveram

disenteria aguda nos primeiros dias (Fig. 10).

O grupo G3 (20 ml de gema), apresentou fezes escurecidas (Fig. 11).



Figura 8. Xantoma na regidao mentual do coelho do grupo
G4 (20 ml de banha) (seta).
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Figura 9. Xantoma na face auricular interna do coelho
do grupo G4 (20 ml de banha) (seta).

Figura 10. Aspecto das fezes (diarréia) no grupo G6
(banha 40 ml) (seta).
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Figura 11. Aspecto das fezes escurecidas no grupo G3

(gema 20 ml) (seta).

4.6- ANALISE HISTOPATOLOGICA

Para esta analise, foram retiradas as artérias carétida comum direita em
nivel de sua bifurcacdo, o arco da aorta e o segmento proximal da artéria femoral
direita. Os resultados dos grupos seguem descritos nas tabelas 7, 8, 9 e 10.

G1 (controle) - Nao foram observadas alteragdes histolégicas nos vasos
analisados.

G2 (colesterol 1g) - Foi evidenciada formagdes de células espumosas
em todos os animais (100%) e espessamento endotelial em 6 animais (71,4%), (Fig.
13 e 14).
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G3 (gema 20 ml) - Foram observadas bem delineadas, células
espumosas e espessamento em 6 coelhos (85,7%) , (Fig. 15 e 16). De acordo com
a mensuracdo do espessamento a aorta e femoral foram significantes comparados
com os demais (Tabela 9).

G4 (banha 20 ml) ndo foram observadas alteracées do endotélio.

G5 (gema 40 ml) - Mesmo com apenas 30 dias de dieta, observou-se a
formagédo de células espumosas em 2 animais (28,5%) e em 1 animal (14,3%)
espessamento do endotélio (Fig. 17).

G6 (banha 40 ml) - Nao foram observadas alteragdes histolégicas com o
mesmo tempo de tratamento do G1.

Figura 12. Auséncia de espessamento endotelial da aorta

G1 ( controle). Aumento 4X.
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Figura 13. Presenca de células espumosas (seta). Carétida comum no
grupo G2 ( 1 g de colesterol). Aumento 4X.

Figura 14. Espessamento do endotélio, 630 um. Artéria femoral

G2 (1 g de colesterol). Aumento 4X.
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Figura 15. Espessamento do endotélio, 540 um. Artéria carétida
G3 (20 ml de gema). Aumento 4X.

Figura 16. Espessamento do endotélio, 810 pm. Aorta
G3 (20 ml de gema ). Aumento 4X.
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Figura 17. Espessamento do endotélio, 350 um. Aorta G5

(40 ml de gema ). Aumento 4X.

Para facilitar a analise dos dados histolégicos optou-se por apresenta-los
em tabelas.

Tabela 7. Numero de vasos sanguineos analisados por grupos que
apresentaram células espumosas sem espessamento de endotélio. (G1)
Controle, (G2) 1 g de colesterol, (G3) 20 ml de gema, (G4) 20 ml de banha, (G5)
40 ml de gema, (G6) 40 ml de banha.

GRUPOS G1 G2 G3 G4 G5 G6
Carotida 0 3 4 0 0
Aorta 0 4 0 0
Femoral 0 3 1 0 0

* p <0,05. G2* vs G1, G2* vs G4, G2* vs G5, G3* vs,G4, G3* vs G5 e G3* vs G6.
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Analisando a tabela 7, observa-se que os grupos com utilizacdo de

banha, apenas apresentaram altera¢gées com altas doses.

Tabela 8. Numero de vasos sanguineos identificados com espessamento de
endotélio. (G1) Controle, (G2) 1 g de colesterol, (G3) 20 ml de gema, (G4) 20 ml
de banha, (G5) 40 ml de gema, (G6) 40 ml de banha.

GRUPOS G1 G2 G3 G4 G5 G6
Carotida 0

Aorta

Femoral 0

* p <0,05. G2* vs G1, G2* vs G4*, G2* vs G5, G2* vs G6, G3* vs G1, G3* vs G4, G3* vs G5 e G3
vs G6.

Nessa tabela, verifica-se que todos os animais com ingestdo de 1 g de
colesterol (G2) e todos com 20 ml de gema (G3), apresentaram espessamento

endotelial em algum dos vasos analisados.

Tabela 9. Média e desvio padrao do espessamento do endotélio em
micrémetros (um) nos grupos (G2) 1 g de colesterol e (G3) 20 ml de gema.

VASOS (um) AORTA FEMORAL CAROTIDA
GRUPO DE COLESTEROL (1 g) 144,2+15,2* 72,3+12,2 108,5+37,8
GRUPO DE GEMA (20 ml) 720,1+153,4* 360,2+75,3* 180,3+65,4

*p <0,05. G2: aorta* vs femoral e caroétida, G3: aorta* vs cardétida.
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O espessamento endotelial de 144,2 um no (G2) e 720,1um (G3), foi
399,4% a mais na aorta dos animais alimentados com gema. Na femoral, o grupo
colesterol (G2) apresentou espessamento de 72,3 um e no grupo Gema (G3)
espessou 360,2 um (aumento de 398,2%). Na carétida, a relacdo da média de
espessamento nestes grupos foi de 108,5 um para 180,3 um respectivamente
(66,2% a mais de espessamento), conforme foi apresentado na tabela 9.
Comparando-se com o grupo do colesterol, esse resultado comprovou um efeito
bem mais agressivo da gema sobre o endotélio.

Na tabela a seguir, apresentam-se o nimero e a porcentagem de animais

que desenvolveram aterosclerose.

Tabela 10. Numero de animais que desenvolveram aterosclerose. (G1)
Controle, (G2) 1 g de colesterol, (G3) 20 ml de gema, (G4) 20 ml de banha, (G5)
40 ml de gema, (G6) 40 ml de banha.

GRUPOS Gl % G2 % 63 % 64 %h G5 % Gob %

N2DECOELHOS 0 0 7 00 7 100 0 0 3 423 0 0

*p <0,05. G2vs G5, G3 vs G5. NS . G2 vs G3.

Um dado importante nestes resultados é o fato de todos os coelhos do
grupo de colesterol (1g), bem como todos os do grupo com 20 ml de gema
apresentaram aterosclerose, o que comprovou a eficacia dos dois modelos na
inducao da doenca.

Concluindo os resultados, apresenta-se a seguir uma tabela, onde se tem
um estudo comparativo do colesterol total no atual experimento (BERNARDINO e
SOUSA-RODRIGUES, 2008) com os diferentes modelos propostos.
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Tabela 11. Comparacao entre os experimentos realizados sobre os tipos de

dieta hipercolesterolémica e o valor do colesterol plasmatico total em relacao

aos resultados de Bernardino & Sousa-Rodrigues

COLESTEROL
AUTORES DIAS DIETA (mg/dL)
ASAI et al. (1998) 180 COLEST 1,0% 1689
BERNARDINO e SOUSA-RODRIGUES (2008) 100 20 mi BANHA PORCO 183
1 GEMA (20 ml) 1820,6
COLEST1g 1005,2
BOCAN et al. (1993) 63 COLEST 0,25% 287,5
COLEST 0,5% 505,8
COLEST 1,0% 843
COLEST 1,5% 816
COLEST 2,0% 855
CONNOR et al. (1967) 135 COLEST 0,25% + MANTEIGA 596
HENRY et al. (1981) 60 COLEST 2,0% + PLACEBO 1903
IHARA et al. (1998) 90 COLEST 0,5% 1000
COLEST 1,5% 1416
VALIENTE et al. (2001) 84 COLEST 0,5% 486,5
WAKASUGI et al. (1984) 7 COLEST 1,0% 517
RIBEIRO JORGE et al. (1997) 30 COLEST 0,5%+GORDURA BABACU 10% 1693
RIBEIRO JORGE et al. (1998) 30 COLEST 0,5%+GORDURA BABACU 10% 1360,5
RIBEIRO JORGE et al. (2005) 35 COLEST 0,5%+0OLEO DE COCO 2,0% 760
KAGAN et al. (1981) 105 COLEST 2,0% +OLEO DE AMENDOIM 8g 3450
MERRIL et al. (1957) 60 COLEST 2,0% + PLACEBO 1300
COLEST 2,0% + ACIDO NICOTIM 0,4% 500

LIMA et al. (2003)

28

COLEST 0,5%

138,3




5. DISCUSSAO




50

5.1- ADAPTACAO A DIETA

Analisando o trabalho Gonzales-Gonzales et al. (2005), que alimentaram
36 coelhos com dieta aterogénica, 05 animais morreram no espaco de 30 dias. O
Protocolo da pratica consistia em colesterol 25,5 g mais 1,5 g de tiouracil, 10 g de
acido célico e 200 g de manteiga que foi padronizado com 200 g de mistura para 1
kg de racdo. Diferentemente destes autores, que dissolveram a dieta gordurosa na
racao peletizada dos animais, (e sabendo que cada animal se alimenta com volume
diferente), para ter certeza que cada animal alimentava-se exatamente com a
dosagem desejada, nés preferimos administrar diretamente a dieta via oral, através
de seringa ou sonda nasogastrica. Isto se deve ao fato de desejarmos nesta
dissertacao, estabelecer com precisdo qual das dietas é mais deletéria a parede
arterial, bem como pretendeu-se aqui, determinar qual dieta tem menor custo e se
as dietas de facil aquisicao e administragdo produzem com eficacia os modelos
experimentais de arteriosclerose. Baseados nisto, verificamos em nosso trabalho
que é viavel provocar arteriosclerose sem a necessidade de manipular dietas
elaboradas em laboratérios, bem como ndao é necessario adquirir colesterol puro,
produto este, que pode ser de alto custo, podera limitar alguns experimentos, ao
passo em que tanto a gema como a banha sao mais facilmente encontradas.
Nossos resultados comprovaram que a dieta simplesmente com gema de ovo € mais
eficaz que o colesterol puro que vinha até entdo sendo constantemente utilizado nas
pesquisas nacionais e internacionais.

ANITSCHKOW (1913) em seu experimento com coelho mostrou que 90%
desenvolveram aterosclerose com gema de ovo e colesterol puro. Também Jaldin et
al., 2006, evidenciaram que a dieta com gema de ovo desenvolvem aterosclerose
leve em coelhos e alteracbes semelhantes as provocadas pelo colesterol puro.
Apesar destes autores descreverem a formagao de placas, ndo deixam claro como
deve reproduzido esse modelo, ou seja, por quanto tempo foi administrado a gema,
bem como com qual a quantidade de gema (em volume) deve ser administrada.

Também nenhum autor descreveu qual o volume maximo de gema suportado pelos
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animais sem causar O6bito. Talvez, seja este o motivo das dietas descritas por
ANITSCHKOW (1913) e JALDIN et al. (2006) ndo estarem sendo utilizadas com
frequéncia. Dessa forma, a comunidade cientifica ndo conseguindo reproduzir
fidedignamente estes modelos, optaram por modelos mais caros e elaborados e
agora, baseados em nossos resultados, comprovadamente menos eficazes. Em
nosso experimento a simplicidade de manuseio e a administracdo da gema crua de
galinha, nos deram resultados significativamente maiores de colesterol total, de sua
fracdo LDL, bem como no espessamento do endotélio arterial, espessamento este,
que nao foi descrito por estes autores.

Levando-se em consideracao a ingestao de ragao peletizada nos animais
com dieta suplementada com gema, com banha ou com colesterol observou-se
ingesta bem menor em relacdo ao grupo controle. Para este, era ofertada apenas
racdo peletizada. Este comportamento alimentar dos animais ja era obviamente
esperado, uma vez que estdvamos forcando os animais a alimentarem-se com
gema, ou banha, ou ainda, com colesterol. Tal observacao, ndo é novidade e ja foi
descrita por IHARA et al. (1998). Estes autores observaram que consumo de racéo,
também, foi menor ap6s um més de dieta com colesterol em relacao aqueles grupos

alimentados apenas com racao comercial.

5.2 — COLESTEROLEMIA

CONNOR et al. (1967), usando 0,25% de colesterol acrescido de
manteiga durante 135 dias, obteve valor de colesterol plasmatico total obtendo taxa
média de 596 mg/dL. Com a mesma dosagem de colesterol e acrescentando 2% de
6leo de coco, durante 35 dias, RIBEIRO JORGE et al. (2005) obteve taxa de
colesterol de 760 mg/dL, nés em 100 dias obtivemos taxa de colesterol total de
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1821mg/dL com 20 ml de gema, portanto bem mas eficiente do que o modelo
retratado por estes autores.

Por outro lado, analisando os trabalhos experimentais sobre
aterosclerose em coelhos observou-se que a administragdo com 2 % de colesterol
mais 10 % de 6leo de amendoim do trabalho de KAGAN et al. (1981), determinou
em um indice bem mais elevado (3450 mg/dL) no valor de colesterol total
plasmatico. Apesar dos bons resultados descritos, estes autores descrevem que o
colesterol foi dissolvido nas peletas, contudo estes ndo deixam claro como foi a
administracdo do 6leo de amendoim, como na maioria dos trabalhos, os autores
dificultam a reproducéao do modelo.

Oportunamente MERRIL et al. (1957) e HENRY et al. (1981) com
administracdo de 2,0 % de colesterol mais placebo obtiveram valores de colesterol
em 60 dias de 1300 e 1900 mg/dL respectivamente, resultados semelhantes aos
1819 e 1821mg/dL encontrados por nés em 60 e 120 dias com a administracao de
20 ml de gema.

Com administracdo de colesterol em 1% na dieta do trabalho de
WAKASUGI et al. (1984); BOCAN et al. (1993); ASAI (1998); VALIENTE et al. (2001)
e BERNARDINO E SOUSA-RODRIGUES (2008) obtiveram dosagens de colesterol
plasmatico crescentes, demonstrando que o valor do colesterol plasmatico foi
diretamente proporcional ao tempo de experimento, apesar de termos encontrado
um valor de colesterol plasmatico em média, bem maior no da 30 do que no dia 0 e
maior ainda no dia 60, mais praticamente estes valores foram estaveis entre o dia 60
e o dia 100. Este resultado também se confirma para os experimentos realizados
com dosagens de 0,5% de colesterol segundo BOCAN et al. (1993), IHARA et al
(1998), VALIENTE et al. (2001). Trabalhos de RIBEIRO JORGE et al.(1997 e 1998),
acrescentando ao colesterol de 0,5% mais 10% de gordura de babacgu tiveram com
resultado valores de colesterol plasmatico no tempo de 30 dias ultrapassando 100
mg/dL de colesterol plasmatico . TELOKEN et al. (2000) usando 0,5% de colesterol
mais 4% de gordura de porco obteve em 70 dias valor de colesterol de 314 mg/dL e
oportunamente, nosso trabalho, BERNARDINO E SOUSA-RODRIGUES (2008) com
uso de 20 g de banha de porco, sem uso de colesterol puro obteve taxas inferiores
com média de 183 mg/dL em 100 dias.
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JALDIN et al. (2006), usaram uma gema para 150 gramas de racao
obtiveram valores de colesterol total plasmatico abaixo aos resultados de
BERNARDINO E SOUSA-RODRIGUES (2008). Nesta observacao destacamos que
o0 aumento das taxas de colesterol total no grupo G3 (20 ml de gema) foi bem maior
que no grupo G2 (1000 mg de colesterol). Apesar de uma gema apresentar o
volume de 20 ml, possui em média de 225 mg de colesterol, os autores acreditam
que a hipercolesterolemia foi mais acentuada devido ao fato do colesterol esta
melhor dissolvido e distribuido na gema em sua forma liquida, isto possivelmente

explicaria a absorcéao facilitada do colesterol exégeno.

5.3- DOSAGENS DE TRIGLICERIDEOS

HENRY et al. (1981) com colesterol 2% em 60 dias, obteve taxas de
triglicerideos de 129+30 mg/dL em relacdo ao dia zero que foi de 90+23 mg/dL.
Oportunamente WAKASUGI et al. (1984) com 1% de colesterol durante uma
semana, obteve taxa de triglicerideo baixa de 33+20 mg/dL. O trabalho de
TELOKEN et al (2000), usando racao acrescida com 0,5% de colesterol mais 4 % de
banha animal durante 70 dias, obtiveram taxas de triglicerideos 122 mg/dL em seu
experimento. Para RIBEIRO JORGE et al. (1998) os valores de triglicerideo
chegaram a ter um aumento em 174% em relagdo ao grupo controle. Sua dieta
estava baseada em 0,5% de colesterol juntamente com a gordura de babacu a 10%,
administrada durante 35 dias. Através do trabalho de ASAI et al. (1998) foi
evidenciado aumento do triglicerideo com dieta 1% de colesterol passando de
104+18,1 mg/dL para 718,3% 356,3 mg/dL durante 180 dias. No outro grupo de seu
experimento, colesterol 0,5%, o valor médio de triglicerideo foi de 122 mg/dL em 70
dias.

Os resultados das taxas de triglicerideos destes autores foi bastante
discrepante, estranhamente, observe-se ainda, o aumento dos triglicerideos para
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autores que acrescentaram apenas colesterol a dieta (HENRY et al.,1981), os quais
obtiveram valores préximos ao experimento que administrou colesterol e banha
animal (TELOKEN et al., 2000).

Estranhamos os resultados descritos por HENRY et al. (1981), por que
em nosso resultado foi evidenciado que quando se acrescenta uma dieta rica em
gordura (banha), a taxa de triglicerideo, presente fortemente na banha, aumenta de
forma significante em relacao aqueles tratados com colesterol ou gema de ovo,
conforme descrito abaixo.

Evidenciamos que apds 100 dias, no grupo G3 (20 ml de gema), as taxas
de triglicerideos foram de 150,2 mg/dL enquanto que o grupo G4 (20 ml de banha)
foi de 386,3 mg/dL, ja o grupo G2 (1g de colesterol) teve taxas de triglicerideos de
70,2 mg/dL e no dia 0, a taxa foi de 75,8 mg/dL. Ja o grupo G1 (grupo apenas com
racao) obteve nivel médio de triglicerideo em 74,4 mg/dL.

Os resultados sao reforcados pelos demais autores citados, identificando
que a dieta com banha de porco aumenta de forma significante o nivel de
triglicerideo ou outro tipo de gordura acrescida na dieta. O trabalho de ASAI et al.
(1998), foi outra excecao, com resultados ainda mais gritantes, quando através da
administragdo de colesterol a 1% obteve no final de seu experimento taxas elevadas
de triglicerideos de 718,3+ 356,3 mg/dL. O que explicaria estes resultados?
Imaginamos que, além do tempo de administracdo da dieta superior a qualquer outro
trabalho citado (180 dias), a ragdo comercial oferecida aos animais, talvez ja
contivesse algum tipo de gordura suficiente para influenciar no aumento dessas

taxas.

5.4- PESO DO ANIMAL

Levando em consideracdo o peso do coelho apés experimento, Martin et
al, 1985, perceberam aumento em meédia de 900 g. Em concordéncia, o trabalho de
TELOKEN et al. (2000), obtiveram em seus animais experimentais ganho de peso
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em 620g e com racao acrescida com 0,5% de colesterol mais 4 % de banha animal
um ganho de 920 g em 70 dias experimentais.

Diferente dos resultados IHARA et al. (1998) em seu experimento nao
obtiveram diferenga significante do peso animal e o consumo de ragdo foi menor
apos um més de dieta com colesterol em relacdo aqueles grupos alimentados com
racao comercial. Oportunamente o trabalho de VALIENTE et al. (2001) demonstrou
aumentou em 400 g para os animais tratados com dieta rica em colesterol 0,5%,
aumento de 200 g para os tratados com colesterol 1% e para grupo controle teve
aumento de 300 g, sem mostrar diferenca significante nestes pesos, da mesma
forma RIBEIRO JORGE et al. (2005), em seu trabalho destacaram aumento de peso,
em média 200 g, sem ocorrer diferenca significante. Em nosso trabalho observou-se
(Tabela 6) que o G3 (20 ml de gema) no final de 100 dias apresentou diferenca
significante do seu pesos médio. Os outros animais neste mesmo periodo nao
tiveram valores significantes, reforcando-nos os trabalhos citados anteriormente, que
hd um aumento de peso dos animais nos dias determinados de experimentos,
entretanto nenhum grupo se destacou de forma significante. Excecao o trabalho de
JALDIN et al. (2006) que obteve no grupo com dieta suplementada com gema de
ovo peso corporal final maior e significante em relagdo ao grupo controle,
correspondendo aos mesmos resultados do nosso experimento com gema de ovo .

Vale ressaltar que nos diversos trabalhos experimentais, ndo ha uma
padronizacdo do peso dos animais, tornando dificl a comparacdo entre as
descrigbes. Autores como RENOUD e LECOMPTE (1970) chegaram a utilizar
animais com peso entre 1000 a 1500 g; MARTIN et al. (1985) usaram coelhos
com peso de 2340 + 1000 g; AMARAL et al. (1989) entre 2500 g a 3000 g e
KAGAN et al. (1981), em seu modelo experimental, utilizaram coelhos pesando entre
2500 e 3500 g; quando ja é provado que os coelhos mais pesados desenvolvem

aterosclerose com mais facilidade.
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5.5- ANALISE HISTOPATOLOGICA

DUQUE (1998), ja havia observado a formagdo de células espumosas
que surgiram principalmente nas artérias dos membros inferiores, em sequéncia nas
artérias iliacas, aorta e por ultimo nas artérias coronarias. Conforme o experimento
de MARTIN et al. (1985), foram encontrados principalmente no arco da aorta,
intercostal e artéria mesentérica superior pequenas areas de calcificacao e células
espumosas. Analise de MANRESA e RECEDILLA (1986) mostra que as lesdes
ateromatosas sdo mais observadas na aorta abdominal e em bifurcacoes.

ASAI et al. (1998) chama atencédo ao exame microscopico quando foram
observadas células espumosas na aorta, da mesma forma lhara et al, 1998
confirmam que lesGes na aorta foram maiores em relagdo a outros vasos estudados.
Confrontando estes trabalhos, e evidenciando a rota da aterosclerose na aorta os
dois trabalhos de Amaral et al. (1989) demonstram lesbes ateroscleroticas e
obstrucbes vasculares em diversos ramos da aorta em especial coronaria e
intercostais. llustrando a importdncia da aorta como foco da patogenia da
aterosclerose BRUNNER et al. (2000), afirmaram que as placas fibrosas que se
desenvolvem, sdao compostas por células musculares lisas, fibras de colageno,
componentes plasmaticos e lipidios nas quais sdo encontradas mais na aorta
abdominal, coronarias, popliteas e carétida interna.

No experimento VALIENTE et al. (2001), todos os coelhos apresentaram
manifestacdes de lesdes aterosclerodticas na artéria carétida, bem como também nos
experimentos de KUYMJIAN et al. (2004) foram notadas aterogénese induzida pela
dieta rica em colesterol na aorta e na artéria carétida. Em confirmagédo STAHLKE Jr
et al. (2004) realizaram cortes histolégicos em trés partes da aorta, onde foram
percebidos depdsitos subendoteliais de macrofagos espumosos, fazendo protrusao
na luz do vaso, sem sinal da presenca de calcio .

GOTTLIEB (2005), em seus estudos afirmaram que qualquer artéria pode
ser afetada, mas as principais artérias acometidas na doenca sao aorta, artérias

coronarias e cerebrais. RIBEIRO JORGE et al. (2005), também apresentaram em
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seu trabalho evolugcdo da aterosclerose na aorta, onde foi observado maior
concentracao de lipossomos extracelulares na regido endotelial.

Levando em consideracédo a importancia da gema, JALDIN et al. (2006)
encontraram acumulos de lipidicos discretos no interior de células espumosas e que
estavam presentes na aorta abdominal, renal, carétidas e femoral. Em nosso
trabalho o foco do estudo histopatolégico concentrou-se no arco da aorta, artéria
car6tida comum direita e artéria femoral direita, e sdo estes os vasos que mais se
destacam nos fenébmenos da aterosclerose segundo os autores citados revelando-
0s, em investigacdo, que estes trés vasos desenvolvem formagcdo de células
espumosas. O resultado nosso, no grupo G3 (gema 20 ml) revelou o espessamento
de endotélio que se destaca mais na aorta e femoral conforme o grafico 9.

Nesta analise e em concordéancia a American Heart Association (AHA)
sobre as lesdes ateroscleréticas que sao classificadas pela sua fisiopatologia em
tipo | até VI, em nossos estudos, evidenciaram-se lesdes intermediarias, que de
acordo com AHA representa a fase Ill ou pré-ateroma.

Cada autor dos descritos acima, utiliza um tipo diferente de modelo e um
tipo diferente de dieta. Nao ha uma padronizacao, os trabalhos analisados, nao
descrevem com precisdo o modelo utilizado. Cada grupo desenvolve suas
adaptacoes e adequacgoes.

Por este motivo, decidimos comparar trés modelos de dieta, utilizando os
produtos mais descritos pelos autores que encontramos. A grande maioria dos
autores compulsados administra colesterol puro dissolvido na dieta peletizada. O
primeiro modelo descrito foi com gema de ovo, ANITSCHKOW (1913), mas este nao
se propagou. Alguns outros administraram banha, que no imaginario popular é bem
pior para a saude quando utilizada para dieta, o que em nossos resultados, nao se
comprovou.

Apesar da maioria dos autores optarem por um modelo mais caro, e bem
pratico (colesterol dissolvido em peletas), este ndo é o mais eficaz na producéo de
placas, sendo a gema mais prejudicial ao endotélio arterial do que a prépria banha.
Nao apenas ao endotélio, senao vejamos 0s nossos resultados:

No caso da esteatose hepatica, no grupo da gema (20 ml) foi constatada
em 5 animais (71,4%). No grupo colesterol, ocorreu em 7 animais (100%).
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Em todos os animais do grupo gema (G3) e do grupo colesterol (G2)
observaram-se alteracdes no endotélio arterial (espessamento) em algum dos vasos
analisados. No grupo que recebeu o dobro de gema (G5) com apenas 30 dias de
experimento, ja se puderam evidenciar espessamento de endotélio na aorta de dois
animais, apesar deste grupo ter sido suspenso apdés os 30 dias, demonstrou a
eficacia da dieta com gema no modelo de aterosclerose experimental. Foi
interessante constatar que o grupo alimentado com 20 ml diarios de banha animal
(G4), nao apresentou qualquer espessamento de endotélio (repetimos 3 vezes as
laminas deste grupo obtendo o mesmo resultado). Apesar de terem sido observados
espessamento no mesmo numero de vasos no grupo gema (G3) e no grupo
colesterol (G2); na tabela 9, demonstra uma diferenga discrepante na espessura
endotelial do grupo gema (G3), que foi 399,4% a mais na aorta; na femoral, aumento

de 398,2% e na caroétida, espessamento a mais de 66,2%.



6. CONCLUSOES
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1- A producdo de aterosclerose experimental é possivel e viavel utilizando-se
colesterol puro 1%, 20 ml gema de galinha crua ou 20 ml de banha de porco.

2- A administracao de 20 ml de gema crua de ovo de galinha é funcional, mais
barata e mais eficaz para modelos experimentais que envolvam estudos do perfil

lipidico e producao de aterosclerose experimental.

3- A pior dieta para estudos de inducao de aterosclerose experimental é a que utiliza
banha de porco.

4- Coelhos Albinos Nova Zelandia nao suportam dietas que administrem mais de 20

ml de gema ou de banha.



REFERENCIAS




62

ALARCON, M.; ANEZ, N.; CALDERON, L.; MATOUSEK, A. Evaluacion de la
ingesta de colesterol em conejos infectados com trypanosoma Cruzi.
Kasmerra, 32:117-126, 2004.

AMARAL, D.M.; NAPPI, J.B.; COCH, M.N.; ALBERNAZ, L.F.L.; VIEIRA, M.E.
Aterosclerose experimental. Novo método do estudo para avaliacao das lesées
ateroscleroéticas experimentais produzidas em coelhos. O uso da angiografia
de contraste. Vittalle, 4:15-25, 1989.

AMARAL, D.M.; DINIZ, S.M.; BIZZOTO, J.H.; ZENOBINI, T.C. QUADRO, R.S.
Alteracoes Osseas vertebrais experimentais em coelhos: efeitos da acao
Isquémica cronica sobre o osso vertebral produzida por lesoes
ateroscleroéticas das artérias intercostais. Vittalle, 4:53-55, 1989.

ANITSCHKOW, N.; CHALATOW, S. Ueber expermentalle cholesterinsteatose
und ihre bedeutung fiir die entstehung einiger pathologischer prozesse.
Centralbl. F. Allgemeine Pathologie Anatomie, 24: 1-9, 1913.

ASAI, K.; KUZUYA, M.; NAITO, M.; FUNAKI, C.; KUZUYA, F. Efects of
splenectomy on serum lipids and experimental atherosclerosis. Angiology
Journal of vascular diseases, 39:497-504, 1998.

BARGER, A.C.; BEEUWKES, R. Rupture of coronary vaso vasorum as a
trigger of acute myocardial infarction. Am. J. Cardiol., 66:41-43, 1990.

BOCAN, T.M.A.; MUELLER, S.B.; MAZUR, M.J.; UHLENDORF, P.D.; BROWN,
E.Q.; KIEFT, K.A. The relationship between the degree of dietary
induced hypercholesterolemia in the rabbit and atherosclerotic lesion
formation. Atherosclerosis, 102:9-22, 1993.

BRUNNER, L.S.; SUDDARTH, D.S. Tratado de enfermagem médico-cirurgica.
82 Ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2000.

CONNOR, W.W.; ROHWEDDER, J.J.; ARMSTRONG, M.L. Relative failure
of saturated fat in the diet to produce atherosclerosis in the rabbit.
American heart association, 20:658-663, 1967.

CORREA-CAMACHO, C.R.; DIAS-MELICIO, L. A.; SOARES, Angela M.V.C.
Aterosclerose, uma resposta inflamatodria. Arq. Ciénc. Saude, 14:41-48, 2007.



63

DUQUE, F.L.V. Aterosclerose: aterogénese e fatores de risco. Revista de
Angiologia e Cirurgia Vascular, 7:50-58, 1998.

FERNANDES, A.A.H.; NOVELLI, E.L.B.; JUNIOR, A.F. Efeitos benéfico do
propolis sobre a hipercolesterolemia experimental em coelhos. Nutriere
Rev Socied. Bras. Aliment. Nutr. 31:65-78, 2006.

FONSECA, J.G.M.; SOUSA, E.; SILVA, M.K.; FELIX, D.S. Enciclopédia da
saude: Obesidade e outros disturbios alimentares. Rio de Janeiro: Medsi,
2002, 340 p.

FUSTER, V. Mechanisms Leading to Myocardial Infarction: insights fron
studies of vascular biology. Circulation, 90:2126-2146, 1994.

FUSTER, V. Epidemic of cardiovascular disease and strok: the tree main
challenges. Circulation, 99:1132-1137, 1999.

GOFMAN, J.W.; JONES, H.B.; LINDGREN, F.T.; LYON, T.P.; ELLIOTT, H.A;
STRISOWER, B . Blood lipids and human atherosclerosis . Circulation,
2:161-178, 1950.

GREEN, C.J.; KNIGHT, J.; PRESIUS, S. Ketamine a one and combined with
diazepam and xilazine in laboratory animals: a 10-year experience. Lab.
Anim. 15:163-170, 1981.

GOTTLIEB, M.G.V.; BONARDI, G.; MORIGUCHI, E.H. Fisiopatologia e aspectos
inflamatorios da aterosclerose. Scientia medica, 15:203-207, 2005.

GONZALES-GONZALES, M.E.; DIAGO-SANTAMARIA, M.V.; VAQUEIRO-PUERTA,
C. Estudio comparativo de La reparacion intimal de La aorta de animales
jovenes y viejos ateromatosos. Angiologia, 57:47-60, 2005.

HACKAM, G.D.; ANAND, S.S. Emerging risk factors for atherosclotic vascular
disease: a critical review of the evidence. JAMA, 290:932-940, 2003.

HENRY, P.D.; BENTLEY, K.I. Suppression of atherogenis in cholesterol-
fed rabbit trated with nifedipine. J. Clin. Invest. The American Society for
Clinical Investigation, 68:1366-1369, 1981.



64

HERRERA, A.P.N.; SANTIAGO, G.S.; MEDEIROS, S.L.S. Importancia da fibra na
nutricao de coelhos. Ciéncia rural, 31:557-561, 2001.

IHARA, S.S.M.; COTRIM, F.L.S.; THOMAZ, L.; PINTO, L.E.S.A.; AURIEMO,
C.C.R.; GIONOTTI, O.; SMITH, R.; MARTINEZ, T.L.R. Coelhos alimentados
com dieta rica em colesterol: modelo experimental para o estudo da
aterosclerose. Newslab, n® 27, 1998.

JALDIN, R.G.; FILHO, H.A.F.; SEQUEIRA, J.L.; YOSHIDA, W.B. O processo
ateroscleroético em artérias de coelhos submetidos a dieta suplementada com
gema de ovo: modelo experimental de baixo custo. Jornal Vascular Brasileiro,
5:247-256, 2006.

KAGAN, H.M.; RAGHAVAN, J.; HOLLANDER, W. Changes in aortic lysyl
oxidase activity in diet induced atherosclerosis in the rabbit.
American Heart Association, 1:287-291, 1981.

KARNABATIDIS, D.; KATSANOS, K.; DIAMANTOPOULOS, A.; KAGADIS,
G.C.; SIABLIS, D. Transauricular arterial or venous access for cardiovascular
experimental protocols in animals. Vasc. Interv. Radiol. 17:1803-1811, 2006.

KUYMJIAN, V.; POMARO, D.R.; IHARA, S.; PINTO, L.E.S.A.; SANTOS, A.O;
IZAR, M.C.O.; PAOLA, A.A.V.; CARVALHO, A.C.C.; FOSENCA, A.H.F. Efeitos
dos bloqueadores de canais de calcio na aterosclerose experimental.
Arq. Brasil. Cardiol. 83:9-9, 2004.

LESSA, I.; CONCEICAO, J.L.; SOUZA, M.L.; OLIVEIRA, V.; CARNEIRO, J;
MELO, J.; PINHEIRO, J.; MEIRELES, F.;NETTO, J.; REIS, F.; GOUVEIA, R
COUTO, M.; SOUZA, S.; OLIVEIRA, M.R. Prevaléncia de dislipidemias em
adultos da demanda laboratorial de Salvador, Brasil. Arq. Bras. Cardiol.
69:395-400,1997.

LIBBY, P. Inflammation in aterosclerosis. Nature , 420:868-872, 2002.

LIMA, L.R.P.; OLIVEIRA, T.T.; NAGEM, T.J. Efeitos do flavondide quercetina e
dos corantes bixina e norbixina sobre parametros sanguineos em
coelhos. Rev. Nutr. Campinas: 16:305-314, 2003.

LUZ, P.L.; FAVARATO, D. Doenca coronaria cronica. Arg. Bras. Cardiol. 71:5-
21, 1999.



65

LUZ, P.L.; LAURINDO, F.R.M.; CHAGAS, A.C.P. Endotélio & doencas
cardiovasculares. Sao Paulo: Atheneu, 2003, 390 p.

MANRESA, E.V.; RECEDILLA, P.H. Estudios del Efecto del Clorhidrato de
Ticlopidina sobre EI Desarrollo de Lesiones Aterosclerosas. Angiologia,
38:134-149, 1986.

MARTIN, J.F.; SLATER, D.N.; KSHK, Y.T.; TROWBRIDGE, E.A. Platelet and
Megakaryocyte changes in Cholesterol-induced Experimental Atherosclerosis.
Arteriosclerosis, 5:604-612, 1985.

MERRILL, J.M.; LEMLEY-STONE, J. Effects of nicotinic acid on serum and
tissue in rabbits. American heart association, 5:617-619, 1957.

MIRASSOL, A. Coelhos: Copyright Despertar Lusitano Bremerhaven,
Alemanha. Disponivel em http://www.vagueira.com/coelhos.html. Acesso em:
janeiro de 2008.

MURDOCK, H.R.Jr. Anesthesia in the Rabbit. Fed. Proc. 28:1510-16, 1969.

PASTERKAMP, G.; WENSING, P.J.W.; POST, M.J.; HILLEN, B.; MALI, W.P.T.M.;
BORST, C. Paradoxical arterial wall shrinkage may contribute to luminal
narrowing of human atherosclerotic femoral arteries. Circulation; 91:1444-1449,
1995.

PEREIRA, A.F. Manteiga ou margarina. Disponivel em
http://www.lowcucar.com.br/ler-artigos.php? ed=4&art=405. Acesso em: junho de
2006.

PERCARIO, S.;IHARA, S.; MARTINEZ, T.L.R.; FELIPPE, Jr J. Regression of
Experimental atherosclerosis in rabbits by using an antioxidant. Vienna:
International conference on critical aspects of free radical in chemistry,
Bbochemistry and medicine, Book of abstracts, 1:14-17, 1993, 79 p.

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO. Disponivel em
http://bioclin.com.br/pop/colesterol.doc. Acesso em: janeiro de 2007.



66

RIBEIRO JORGE, P.A.; NEYRA, L.C.; OZAKI, R.M.; ALMEIDA, E. Efeitos dos
acidos graxos Omega-3 sobre o relaxamento-dependente do endotélio
em coelhos hipercolesterolémicos. Arqg. Bras. Cardiol. 69:13-18, 1997.

RIBEIRO JORGE, P.A.; NEYRA, L.C.; OZAKI, R.M.; ALMEIDA, E.; BRAGAGNOLO,
N. Efeito da berinjela sobre os lipides plasmatico e a reversao
dadisfuncao endotelial na hipercolesterolemia experimental. Arq.
Bras. Cardiol. 70:87-91, 1998.

RIBEIRO JORGE, P.A.; ALMEIDA, E.A.; OZAKI, M.R.; JORGE, M.; CARNEIRO A.
Efeitos da atorvastatina, fluvastatina, pravastatica e simvastatina sobre
a funcao endotelial, a peroxidacao lipidica e a aterosclerose adrtica
em coelhos hipercolesterolémicos. Arqg. Bras. Cardiol. 84:314-319, 2005.

RENOUD, S.; LECOMPTE, F. Hyperlipemia in rat, rabbit and man. Circulation
research, 27:1003-1011, 1970.

ROSENFELD, M.E.; TSUKADA, T.; GOWN, A.M.; ROSS, R. Fatty streak initiation
in the Watanabe heritable hyperlipemic and comparably hipercholesterolemic
fat-fed rabbits. Arteriosclerosis, 7:9-23, 1987.

SANFORD, T.D. e COLBY, E.D. Effect of xylazine and ketamine on blood
pressure, heart rate and respiratory rate in rabbits. Lab. Anim. Sci. 30:519-523,
1980.

SANTOS, R.D. Il Diretrizes sobre dislipidemias e diretriz de prevencao
da aterosclerose do departamento de aterosclerose da Sociedade Brasileira
de Cardiologia. Arg. Bras. Cardiol. 77:1-47, 2001.

SARAIVA, R.A. Modelo exponencial na farmacocinética dos anestésicos
inalatorios. Rev. Bras. Anestesiol. 28:3-18, 1978.

SCHIMIDT, E.R. Teorica da  amostragem - bioestatistica. Disponivel
em http://www. ceunes.ufes.br/downloads /2/ edilsonshmildt - AMOSTRAGEM. pdf.
Acesso em: fevereiro de 2007.

SMITH, S.M.; PEREIRA, R.ANN.V. House rabbit society. Disponivel em
http://www.rabbit.org/fag/sections/treat.html; acesso em: janeiro de 2008.



67

STAHLKE Jr, HJ.; FRANCA, L.H.G.; STAHLKE, P.H.; STAHLKE P.S. Hiper -
homocisteinemia causando aterogénese na aorta de coelhos: modelo
experimental. J. vasc. 3:20-30, 2004.

STARY, H.C. Composition and classification of human atherosclerotic lesions.
Virchows Arch. A Pathol. Anat.Histopathol. 421:277-90, 1992.

Stary, H. C. Evolution and progression of atherosclerotic lesions in coronary of
children and young adults. Arteriosclerosis, 1:1-32, 1989.

STARY, H.C.; CHANDLER, A.B.; DINSMORE, R.; FUSTER, V.; GLAGOV, S;
INSULL, W.J.; ROSENFELD, M.E.; SCHWALTZ, C.J.; WAGNER, W.D.; WISSLER,
R.W. Definition of advanced types of atherosclerotic lesions and
histological classification of atherosclerosis. Circulation, 92:1355-1374, 1995.

STARY, H.C.; CHANDLER, A.B.; GLAGOV, S.; GUYTON, J.R.; INSULL Jr, W_;
ROSENFELD, M.E.; SCHAFFER, A.S.; SCHWARTZ, C.J.; WAGNER, W.D,;
WISSLER, R.W. A definition of initial, fatty streak and intermediate lesions of
atherosclerosis. A report from the Comitte on Vascular Lesions of the Council
of Arteriosclerosis. Circulation, 89:2462-2478, 1996.

STEHBENS, W.E. An appraisal of cholesterol feeding in experimental
atherogenesis. Prog. Cardivasc. Dis. 29:107-128, 1986.

TABELA DE COMPOSICAO QUIMICA  DOS ALIMENTOS.
Disponivel em http://www.unifesp.com.br/dis/servicos/nutri. Acesso em: janeiro de
2007.

TELOKEN, C.; DAMBROS, M.; BONHENBERGER, D.; FILHA, M.R.;
CONTI, R.; SOUTO, C.A.V. Hypercholesterolemia in rabbit induces increase in
thickness of the penile tunica albuginea. Braz. J. Urol. 26:535-540, 2000.

VALIENTE, M.A.A.; CARRALERO, G. A.; PENA, A.Q.; CARBALLO, R.S.
Evaluacion de um posible modelo experimental de aterosclerosis
carotidea em conejos hipercolesterolémicos. Rev. Cubana Invest. Biomed.
20:192-196, 2001.



68

WAKASUGI, T.; MABUCHI, H.; SAKAI, T.; YOSHIMURA, A.; WATANABE, A;
KOIZUMI, J.; MIYAMOTO, S.; TAKEDA, R.; WATANABE, Y. Apo VLDL of
the watanabe heritable hiperlipidemic rabbit and the cholesterol-fed rabbit.
Journal of lipid. research, 25:246-253, 1984.

WU, H.; MOULTON, K.S.; GLASS, C.K. Macrophage scavenger receptors and
atherosclerosis. Trends. Cardiovasc. Med. 2:220-225. 1992.

ZAGO, M. A.; PINTO, A.C.S. Fisiopatologia das doencas falciformes: da
mutacao genética a insuficiéncia de multiplos o6rgaos. Rev. Bras.
Hematol. 29: 207-214, 2007.



REFERENCIAS CONSULTADAS




70

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 14724: Informago e
documentacgao — Trabalhos académicos — apresentacdo. Rio de Janeiro, 2005.

.NBR 6029: Informacdo e documentacdo: livros e folhetos:
apresentacao . Rio de Janeiro, 2006.

BARONE, R.; PAVAUX, C. ; BLIN, P.C.; CUQ, P. Atlas D' Anatomie du lapin, Atlas
of rabbit anatomy. Paris: Masson & Cie, editeurs, 1973.

BASMAUJIAN, J.V., Anatomia de Grant. Sdo Paulo: Manole, 1993.

FERREIRA, A.B.H. Mini Aurélio: Dicionario da Lingua Portuguesa. 62 ed. Rio de
Janeiro: Positivo, 2006.

GUYTON, A.C. Fisiologia humana. 62 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
1988. 564 p.

HOEL, P.G. Estatistica elementar. Rio de Janeiro: Editora Atlas, 1989.

SOBOTTA, J.B. Atlas de Anatomia humana. Rio de Janeiro, Guanabara-Koogan,
1996.



APENDICES




ESTUDO DA ATEROSCLEROSE INDUZIDA POR DIFERENTES TIPOS DE
DIETA HIPERLIPIDICA EM COELHOS ALBINOS (NOVA ZELANDIA)

FICHA DE CONTROLE DO GRUPO

Grupo Dieta de g de

Data: /_ _/ Hora: :

Relato sobre o Grupo / Aspecto Geral:

Descricao do Procedimento de Coleta de Sangue para Analise Laboratorial:

RESULTADO DOS EXAMES

Animais Colesterol Total | Colesterol LDL | Colesterol HDL | Triglicerideos

V. de Referécia

Coelho 1

Coelho 2

Coelho 3

Coelho 4

Coelho 5

Coelho 6

Coelho 7

Observacoes / Dificuldades:

Responséavel pelo preenchimento.:




ESTUDO DA ATEROSCLEROSE INDUZIDA POR DIFERENTES TIPOS DE
DIETA HIPERLIPIDICA EM COELHOS ALBINOS (NOVA ZELANDIA)

FICHA DE CONTROLE INDIVIDUAL

Grupo Animais  Dieta de g de

Avaliacdo dos Animais para Submissao na Pesquisa:

Coelho ___, Gaiola , Data de admissao / / , Hora  : |
Peso do Coelho(g) : Programacéao da racéo — ad libidum

Aspecto Geral:

12 Tomada: Peso do Coelho (g) :

Hora: Inicio : Término : Duracao :

Trocade dgua sim( ) nao( ) Limpeza da gaiola sim( ) nao( )

Nivel de aceitacdo da dieta:

otimo( ), bom ( ), regular( ), aceitac/dificuldade ( ), aceita ¢/ muita dificuldade ()

nao aceitou ()

observagoes gerais :

22 Tomada:

Hora: Inicio : Término : Duracao :

Nivel de aceitacao da dieta:

6timo ( ), bom ( ), regular( ), aceitac/dificuldade ( ), aceita ¢/ muita dificuldade ()

ndo aceitou ()

observagoes gerais :

Responsavel pelo preenchimento.:




ESTUDO DA ATEROSCLEROSE INDUZIDA POR DIFERENTES TIPOS DE
DIETA HIPERLIPIDICA EM COELHOS ALBINOS (NOVA ZELANDIA)

FICHA DE CONTROLE INDIVIDUAL

Grupo Animais Dieta de g de

12 Tomada:

Peso do Coelho (g) : Peso de Ragao Ingerida (g):

Coelho __, Gaiola Dia: Data / /

Hora: Inicio : Término : Duracéao X

Trocade dgua sim( ) nao( ) Limpezadagaiola sim( ) nao(
Nivel de aceitacao da dieta:

otimo( ), bom( ), regular( ), aceita c/ dificuldade( ), aceita ¢/ muita dificuldade(

nao aceitou ()

)

Aspecto Geral / Observagdes:

22 Tomada:

Hora:
Nivel de aceitacao da dieta:

otimo( ), bom( ), regular(
nao aceitou ()

Inicio :

Término :

), aceita c/ dificuldade(

Duracao :

), aceita ¢/ muita dificuldade(

Aspecto Geral / Observagdes:

-

Responsavel pelo preenchimento:




ESTUDO DA ATEROSCLEROSE INDUZIDA POR DIFERENTES TIPOS DE
DIETA HIPERLIPIDICA EM COELHOS ALBINOS (NOVA ZELANDIA)

FICHA DE CONTROLE INDIVIDUAL

Grupo Animais Dieta de g de

Relatério de Suspensao Temporaria da Pesquisa:

Relatério de Suspensao Definitiva da Pesquisa:

Data: / / , Hora:

Responsavel pelo preenchimento.:




ESTUDO DA ATEROSCLEROSE INDUZIDA POR DIFERENTES TIPOS DE
DIETA HIPERLIPIDICA EM COELHOS ALBINOS (NOVA ZELANDIA)

FICHA DE CONTROLE INDIVIDUAL

Grupo ____ Coelho Gaiola: Data: _ / / Hora: ___ :_

Necropsia

Descricao do Procedimento:

/

-

Achados:

Conclusao:

Observacoes:

Responsavel pelo preenchimento.:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Macei6 — AL, 02/01/2007 |

Senhor (a) Pesquisador (a), Célio Fernando de Sousa Rodrigues |
José André Bernardino dos Santos '

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), reunido em 19/12/2006 e com base no
parecer emitido pelo (a) relator (a) do processo n° 013685/2006-07 sob o titulo Estudo
da aterosclerose induzida por diferentes tipos de dieta hiperlipidica em coelhos
albinos (Oryctolagus Cuniculus), de sua autoria, vem por meio deste instrumento
comunicar sua aprovagdo com base no item VIII.13, b, da Resolugdo n® 196/96.

- Outrossim, recomendamos a observancia do que consta na folha de rosto com
respeito ao cumprimento dos prazos para entrega de relatérios, bem como o atendimento
da referida Resolugio da CONEP/CNS, quando for o caso (*). Esses relatérios devem
ser entregues trimestralmente ou ao término da pesquisa.

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a
disposicdo dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas éticos
e exigencias contidas nas Resolugdes supra referidas.

(*) Areas tematicas especiais
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MATERIAL: Owvos Frescos - Marca Camaiba - Data da Embalagem 18ABR2008 - Embalagem com 12
oWDE

INTERESSADD: JOSE ANDRE BERMARDIND DOS SANTOS

ENDERECO: R. Alvorada, 822 - Maceid - AL

DATA DA ENTRADA DA AMOSTRA:  22/04/2008

DATA DA EMISSAD DO LALUDO:  20/05/2006

MATUREZA(S) DA{S) ANALISE(S: FiSICO-QUIMICA

RESPONSAVEL(gis): A. M. R. O. Miguel, E. Vicente, R. A. Ferrari, 5. R. Baggio

1. METODOLOGIAS

Lipidios totais
HORWITZ, W, (Ed.) Offictal methods of analysis of te Agsodation of Official Anghtical Chemials, 17t ed.
Galthersburg, Marvland: AQAC, 2000, v. 2, cap. 34, met, 325.32, p. 2 (MA-CO.022)

Compasicio em acidos graxos
FIRESTOME, D, (Ed.}. Official mathods and recommended practices of the American Oll Chiamisiz Socsety, Sih
Ed. Champaign: AOCS. 200572008, met. Ca 1e-81, Ce 1108, Ce 1-62. (MA-C.091]

HARTMAN, L., LAGD, R.C.A. Rapid preparation of fatty acld methyl esters from lipids. Lab. Practice, v. 22, n. 8,
P, ATE-ATE, 1973, (MA-CQ.061)

Food Standards Agency. Mc Cence and Widdowsor's The Composition of Foods, Sixth Surmmary Edition.
Cambridge:2002, Hoyal Society of Chemistry, 537 p. (MA-CQL091)

HORWITZ, W. (Ed.). Official mathods of analysis of Association of Official Analytical Chesmists. 16th Ed.
Geftharsburg, Manyland: &0AC. 2005. cap. 41, met. 99608, p. 20, (MA-CC.091)

Colesterol

MAZALLE, MR SALDANHA, T.; BRAGAGHOLO, M. Daterminagda de colestenal em ovos: Comparacio entre
um método enzimatico 8 um métado por cromatografia liquida de ala eficiéncia. Revista do 1AL, v. 82 0,1, p.
40-54, 2003 (MA-CQ.018)

SBCHMARR, H; GROSS, H. B.; SHIBAMOTO, T. Analysis of polar cholestern! axidation products: evaluation of
new methsd involving trarsesterfication, salid phase exraction, and gas chromatography. -J. Agric. Food Cham.
44, p. 512-517, 1906 (MA-CO.018)

2. RESULTADOS
DETERMINAGOES RESUL TADOS
Lipidies totais {gi100g) 2,705 "
Colesleral (mgf100g) w75 R0
Acidos Graxos (g100g)
Salurados 853
Maonoinsaturados 1058
Foliinsaturados 4,19
Omega 3 0,17

Omega & 412
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P

Trang-izdmerns totais {0

ML 0,23
Composiche am Scidos graxos %, da frea (M d0g)™
CA4:0 miristico 1] nar
C1E0 palmitico b 500
M. b2 0,05
Gk dmega 7 palmitobéico 26 042
CA70 margarico 2 004
M. i1 o
cAv cis-10-haptadecandico 2 0,15
CA80 astedrico 1 241
C18:1 dmega @ rans elzidico &1 0z
C18:1 drnega 9 olélco 424 10,10
C18:2 dmege & linpdéico 4.5 345
C20:1 dmege 11 cis-11-sicosendico 3 0ar
C18:2 dmege 2 alfa linolénico [HE ar
ML 1 0o
G202 dmege & 11,14 eicosadientica 02 0,15
C20:3 dmege & 8,11, 1 4-picpsairiendico 3 oar
L2004 amega B araguidanico 1.8 043
M1 0E 0,14
C22:6 dmega 3 cig-4 T A0 13 A8, 18-docosahaxaendice (DHA) 4 (R L]
C18:3 drmega § garna linolénico 0,1 il iF]

M. - Ko damdicesia

" = s CEEWiO |
e x o0 3 F da cor F=0LEE. Limtie de deeopin do méoodo = 0007 g1 00,
3. COMENTARIOS

¥ owos foram cozidos por 10 minutos @ pesados. As gemas foram separadas & hamogenszadas. Allquoias
convenizries foram tomadas para analise de oolestered, A3 demais analises foram realizadas no regtanie das
pamas cruas homogeneizadas

4. UBSERVAGOES

4.1 - 05 resultados destals) analiseds) tim vahdede somente pera als) amaostrals) analisadais), senda vedada a
pubbcacie, sob pena de indenizagds, na qual o nome 9o ITAL sefa uilizada para qualificar producio sobee a
qual 0 mesma nEo exarcey gualguer meio de controle,

4.2 - Este relatdnio somente podera ser reproduzsdo na inegra. A reproducio parclal reguer aprovagie formal
oeste laboratsrio.
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