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RESUMO

A hiperplasia intimal esta relacionada a falha de enxertos e suturas vasculares no
primeiro ano pés-cirurgia e nas reestenoses pés-angioplastia. O Allium sativum (alho
comum) reduz o colesterol e tem efeito antioxidante, antiplaquetario e antitumoral;
logo havia grande possibilidade de reduzir ou inibir a hiperplasia da intima das
artérias, a qual sua inibicdo vem sendo tentada com o Cilostazol e outros
tratamentos. Sendo assim é relevante responder a pergunta de pesquisa: qual a
diferenga de média de hiperplasia miointimal pds-angioplastia na artéria iliaca de
coelhos tratados com Allium sativum comparada aos tratados com Cilostazol? O
objetivo €& determinar a diferenca de média de hiperplasia miointimal pos-
angioplastia na artéria iliaca externa de coelhos com aterosclerose induzida e
tratados com Allium sativum comparada aos tratados com Cilostazol. O estudo foi
um ensaio pré-clinico aleatério em animais de experimentagcdo por 35 dias. Os
animais foram coelhos fémeas (Oryctolagus cuniculus), da linhagem Nova Zelandia,
submetidos a dieta ateroslcerdtica e a angioplastia da artéria iliaca externa direita.
Os animais foram divididos em: Grupo A (n=10) coelhos tratados com a Allium
sativum (800 ug/kg/dia), em doses diarias, por via oral. Grupo C (n=10): coelhos
tratados com Cilostazol em doses diarias de 50 mg/dia, por via oral. Grupo S (n= 10)
coelhos tratados com 10 mL de soro fisiolégico 0,9%, por via oral, que foi nosso
controle negativo. A variavel primaria foi a diferenga de frequéncia da média de
hiperplasia miointimal. Variaveis secundarias: a média de espessura da placa na
parede arterial. Dados complementares: a frequéncia isquemia do membro, a
frequéncia de perda do membro, a frequéncia de hematoma ou equimose, a
frequéncia de infecgdo, a frequéncia de sangramento, a frequéncia de morte do
animal e a média dos niveis lipidicos. O tamanho da amostra foi arbitrado em 30
coelhos. A analise estatistica foi realizada com o teste ANOVA, Qui-quadrado e
Tukey. Foi calculado o intervalo de confianga de 95% para cada ponto estimado. Os
resultados foram: grupo S teve um indice médio de hiperplasia de 35,74% IC de
95% (31,76% a 39,71%); grupo C teve um indice médio de hiperplasia de 16,21% IC
de 95% (13,36% a 19,05%); grupo A teve um indice médio de hiperplasia de 21,12%
IC de 95% (17,26% a 25,01%); com P < 0,0001. Sendo assim, o Allium sativum tem
a mesma eficacia na inibicao da hiperplasia miointimal comparada aos tratados com
Cilostazol.

Palavras chave: Hiperplasia. Coelhos. Allium sativum. Microscopia. Tunica
intima. Alho.



ABSTRACT

Intimal hyperplasia is associated with graft failure and vascular sutures in the first
year after surgery and in postangioplasty restenosis. Allium sativum (common garlic)
lowers cholesterol and has antioxidant effects; it also has antiplatelet and antitumor
properties and, therefore, has great potential to reduce or inhibit intimal hyperplasia
of the arteries. Attempts have been made to inhibit intimal hyperplasia of the arteries
with cilostazol and other drugs. Therefore, it is important to address the following
research question: what is the difference between the mean of postangioplasty
myointimal thickening in the iliac artery of rabbits treated with A. sativum and that
treated with cilostazol? Our objective is to determine the mean difference of
postangioplasty myointimal hyperplasia in the external iliac artery of rabbits with
induced atherosclerosis, and compare the outcome between treatment with A.
sativum and treatment with cilostazol. This is a randomized preclinical trial study
conducted in experimental animals. We used female New Zealand rabbits
(Oryctolagus cuniculus), submitted to an atherosclerotic diet and angioplasty of the
external iliac artery. The animals were divided into the following groups (n = 10 each)

according to treatment: group A, A. sativum, 800 pgkg'-day’, orally; group C,
cilostazol, 50 mg/day, orally; group S, 10 mL of 0.9% physiological saline solution,
orally. Our primary variable is the difference of the mean myointimal hyperplasia. The
secondary variable is the mean plate thickness of the arterial wall. Complementary
data include frequency of limb ischemia, limb loss frequency, frequency of hematoma
or bruising, frequency of infection, frequency of bleeding, frequency of animal death,
and mean of lipid levels. The sample size was arbitrated in 30 rabbits. Statistical
analysis was performed by using ANOVA and Tukey tests, as well as the x?test. We
calculated the 95% confidence interval (Cl) for each point estimate, and the P value
was set as < 0.05. Group S had a mean hyperplasia rate of 35.74% (95% CI, 31.76—
39.71%); group C, 16.21% (95% ClI, 13.36-19.05%); and group A, 21.12% (95% ClI,
17.26-25.01%); P < 0.0001. In conclution the Allium sativum quite as effective in
inhibiting myointimal hyperplasia compared with those treated withcilostazol.

Keywords: Hyperplasia. Rabbits. Allium sativum. Microscopy. Intima layer. Garlic.
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1 INTRODUGAO

A hiperplasia da intima é a resposta universal dos vasos a uma lesdo descrita
como uma alteragao estrutural crbnica, que ocorre nas artérias desnudas, nas veias
arterializadas e nas anastomoses das proteses, utilizadas como enxertos para by-
pass (desvios vasculares utilizando veias ou material protético) (DAVIES, 2007);
também pode ser definida como a migracdo anormal e a proliferagdo de células
musculares lisas vasculares com a deposicdo associada da matriz de tecido
conjuntivo extracelular, que € acompanhada a seguir por remodelagem desse novo
tecido (DAVIES, 2007; GIMBRONE JR, 1995; LIBBY, 2006; STERPETTI et al.,
1996).

Tem sido reconhecida como complicacdo das reconstrugcdes arteriais desde
1906 (PEREIRA, A. H.; PEREIRA, A. A.; COSTA, 2008). A histopatologia da
hiperplasia da intima apresenta muitos dos elementos caracteristicos das feridas,
ou seja, processos inflamatérios (DAVIES, 2007; ROSS, 1999; STERPETTI et al.,
1996).

As intervengbes endoluminais, como angioplastias e stents, e os
subsequentes relatos de altas taxas de re-estenoses (um milhdo de pacientes com
reestenoses em um ano pdés-angioplastia coronariana) ampliam o reconhecimento
do significado da hiperplasia da intima no atual ambiente intervencionista (LIBBY;
TANAKA, 1997).

Sendo assim, ha uma grande necessidade de desenvolver ou descobrir meios
de evitar ou reverter a hiperplasia da intima. Mas, a hiperplasia miointimal é
reversivel apenas na primeira e segunda semanas apos o trauma vascular (LI;
BROOKS, 1999) e depende do grau e duragao da lesdo que a provocou (PEREIRA,
A. H.; PEREIRA, A. A.; COSTA, 2008).

O tratamento medicamentoso até o momento é desanimador (BLEDSOE et
al., 2005; COSTA; FAGUNDES, 2002; DOUGLAS; WEINTRAUB; HOLMES, 2003;
LANDYMORE; MACAULAY; MANKU, 1990). O acido acetilsalicilico (AAS) foi a
primeira droga testada no controle da hiperplasia da intima, sua agao se restringe a
inibicdo da agregacédo plaquetaria, pela acetilagdo de um residuo de serina no sitio
ativo da cicloxigenase, impedindo assim a formagéao de tromboxina (LANDYMORE;
MACAULAY; MANKU, 1990; MCCANN; HANGEN; FUCHS, 1980). A heparina inibe

a proliferacdo e migragdo das células musculares lisas, mas os resultados em
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seres humanos sao conflitantes e poucos praticos (HIRSCH; KARNOVSKY, 1991;
KOHLER; KIRKMAN; CLOWES, 1989). A radiagéo ionizante é eficaz em reduzir a
hiperplasia da intima, mas carece de efeito pratico (COSTA; FAGUNDES, 2002;
DUCASSE et al.,, 2006; WAKSMAN et al., 1997). As medidas mais eficazes a
serem tomadas no pré e pds operatorio relacionam-se ao controle da dislipidemia e
abolicao do tabagismo, haja vista que nos pacientes fumantes e/ou dislipidémicos
nao controlados, a hiperplasia da intima nos enxertos e apos angioplastia e
implante de stents, € muito mais acentuada (AMELI et al., 1989; COX;
CHIASSON; GOTLIEB, 1991; STERPETTI et al., 1996).

O clopidogrel € uma tienopiridina que inibe, seletivamente, a agregacgéao
plaquetaria induzida pelo ADP (adenosina difosfato) sem nenhum efeito direto sobre
o metabolismo do acido araquiddnico; esta droga demonstrou, em experimento
animal, que é capaz de reduzir a hiperplasia intimal (CORTELEKOGLU et al., 2006;
MIN et al., 2007), ja no trabalho de Bledsoe em 2005 (BLEDSOE et al., 2005) néo
COMprovou.

Paclitaxel (AXEL et al., 1997; HERDEG et al., 2000; PARK et al., 2003) é
isolado da casca do Taxus brevifolia e tem atividade antitumoral em uma ampla
variedade de tumores em roedores. Desde 1970, tornou-se uma ferramenta efetiva
dos meédicos que tratam pacientes com cancer. O paclitaxel € eficaz para canceres
agressivos, porque ele afeta o processo de divisdo celular, acabando com a
flexibilidade, pois o paclitaxel se liga a proteina dos microtubules do nucleo, fixando-
os e isso impede o transporte intracelular, incluindo a mitose, a proliferagao celular e
migragdo das ceélulas, enquanto que as células permanecem viaveis e em estado
citostatico. In vitro, os testes mostram inibi¢ao citostatico de células de musculo liso
com concentragcdes terapéuticas de paclitaxel. Por esta razdo, o paclitaxel foi
considerado para a entrega intracoronaria para inibir o processo responsavel pela
hiperplasia da neointima apds angioplastia e implante de stent.

O cilostazol é um agente antiplaquetario pelo aumento do AMP-c e bloqueio
seletivo da fosfodiesterase tipo Il (KIMURA et al.,, 1985), também tem agao
vasodilatadora (KAMIYA; SAKAGUCHI, 1985; YASUDA; SAKUMA; TANABE,1985).
Pela literatura, ele vem demonstrando efeito animador na redu¢cdo do espessamento
da intima (DOUGLAS JR. et al., 2005; DOUGLAS; WEINTRAUB; HOLMES, 2003;
ISHIZAKA et al., 1999; MIN et al., 2007; TSAI et al., 2008; TSUCHIKANE et al.,
1999).
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Identificou-se, na literatura, o Allium sativum, que é uma planta (BLOCK,
2010), cujo bulbo tem efeitos como: anti-inflamatdrio, antioxidante (BOREK, 2001),
hipocolesterolémico (BOREK, 2001; KWON et al., 2003; LAU, 2001; SRILATHA et
al., 1997), antitumoral (BOREK, 2001; LIBBY; TANAKA, 1997; PINTO; RIVLIN,
2001) e antiaterosclerético (BOREK, 2001; CAMPBELL et al., 2001; EFENDY et al.,
1997; KWON et al., 2003; YAMAJI et al., 2004), que fez indagar seu efeito protetor
contra a hiperplasia miointimal. Assim, € relevante responder a pergunta de
pesquisa: qual a diferenca de média de hiperplasia miointimal pds-angioplastia na
artéria iliaca externa de coelhos com aterosclerose induzida e tratados com Allium

sativum comparada aos tratados com Cilostazol?
1.1 Hipotese

A hipdtese € que o Allium sativum é mais eficaz na redugdo do espessamento
miointimal pds-angioplastia na artéria iliaca de coelhos quando comparados com 0s
tratados com Cilostazol.

1.2 Objetivos
1.2.1  Objetivo geral

Comparar a hiperplasia miointimal, pos-angioplastia na artéria iliaca externa
de coelhos com aterosclerose induzida entre os tratados com Allium sativum com os

tratados com Cilostazol.
1.2.2 Objetivos especificos

v Determinar o perfil lipidico dos animais.
v Observar se ha toxicidade pelo uso do alho.
v Determinar se a coloragdo Verhoeff € adequada para o isolamento da

camada intima.



22

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Allium sativum

Efendy et al. (1997) utilizando 24 (vinte e quatro) coelhos divididos em dois
grupos, submeteu-os a aterosclerose induzada por dieta hipercolesterolémica e a
injuria da parede vascular por angioplastia da carotida, em seguida estudou o efeito
do alho na inibicdo da aterosclerose, onde percebeu um efeito inibitério na
proliferacdo das células musculares lisas e nas placas de lipidios depositadas na
parede do vaso. Para esse efeito ele utilizou uma dose de 800 uL/kg de extrato bruto
de alho.

Borek (2001) observou que extratos de alho fresco contém fitoquimicos
antioxidantes (flavonoides allixin e selénio), que previnem danos oxidativos no DNA
(deoxyribonucleic acid), proteinas e lipidos. Assim sendo o alho inibe a peroxidagao
lipidica, reduzindo os danos de isquemia / reperfusao e inibi a modificagdo oxidativa
de LDL. Além disso, o alho protege o DNA contra radicais livres de danos e
mutagcdes mediadas; inibe a carcinogénese em varias etapas e protege contra a
radiacado ionizante e dano induzido por UV (radiagdo ultravioleta), incluindo a
protecgdo contra algumas formas de imunossupressao induzida por UV. Ele sugere
que o alho tenha um papel na protecgdo contra a perda da fungcdo cerebral em
envelhecimento e até efeitos antienvelhecimento, pois o alho aumenta as fungdes
cognitivas, da memoria e da longevidade num modelo de camundongo. O alho
também demonstrou proteger contra os efeitos cardiotoxicos da doxorrubicina e
acetaminofeno. Este autor também afirma, em seres humanos, os efeitos benéficos
para a saude atribuida a idade, isto é, redugdo no risco de doencas
cardiovasculares, acidente vascular cerebral, cancer e envelhecimento, incluindo o
dano celular na doenga de Alzheimer.

Lau (2001) comprovou que a oxidagao de LDL tem um papel importante na
iniciacdo e progressao da aterosclerose, pois a LDL oxidada promove a disfungéo
vascular, exercendo citotoxicidade direta nas células endoteliais, aumentando as
propriedades quimiotaticas para os mondcitos, por transformagao de macrofagos em
células espumosas através dos receptores-limpadores e através do aumento da
proliferacdo de células endoteliais, mondcitos e células do musculo liso. Nesse

artigo, ele comprovou que varios compostos do alho podem suprimir a oxidagdo do
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LDL in vitro. Seus dados sugerem que a supressao da oxidagdo do LDL pode serum
dos mecanismos poderosos nas propriedades antiateroscleréticos de alho.

Campbell et al. (2001), em seu trabalho, determinou o mecanismo pelo qual o
extrato de alho tem um efeito protetor contra a aterosclerose. Observou que o
colesterol plasmatico de coelhos, alimentados com uma dieta enriquecida com 1%
de colesterol durante 6 (seis) semanas, nao foi reduzida pela suplementagcao de 800
uL/kg de alho. Apesar disso, o alho reduziu em 64% (P < 0,05) a area de superficie
da aorta toracica coberto de estrias de gordura e significativamente reduziu o arco
aortico de colesterol. O alho também inibiu em aproximadamente 50% o
desenvolvimento de lesbes produzidas por cateter baldo de Fogarty 2F na artéria
carotida direita de coelhos, alimentados com colesterol. Em estudos in vitro,
observou que o alho inibe a proliferacdo de células do musculo liso no estado
sintético com uma dose de 50% de eficacia na concentracédo 0,2%, mas nao nao
teve efeito sobre a expressdo de moléculas de adesao na superficie do endotélio ou
a adesado de leucocitos. Concluiu entdo, que o alho tem efeitos antiaterogénicos
através da inibicdo da mudancga fenotipica do musculo liso e de sua proliferacao, e
pelo acumulo de lipidos na parede arterial.

Kwon et al. (2003) sugere que o alho exerce efeito hipocolesterolémico e/ou
antiaterogénico, retardando assim a progressdo da aterosclerose pela inibigdo da
atividade de CETP. A pesquisa utilizou 12 (doze coelhos) da raga Nova Zelandia)
que foram submetidos a dieta hipercolesterolémica e depois divididos em dois
grupos: o controle com 6 (seis) animais e um grupo que utilizou o alho com igual n
populacional.

Yamaiji et al. (2004) sugere, em seu estudo, que o alho pode ser util na
prevencao da aterosclerose. Ele utilizou ovo com gema enriquecida de alho em p6,
que tem sido usado como um alimento tradicional de promog¢ao da saude no sul do
Japao desde os tempos antigos, e examinou suas propriedades antioxidantes na
oxidagao da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e num modelo de lesao celular
oxidativa induzida pelo estresse. Ele confirmou que a gema enriquecida com alho
liofilizado inibe a oxidagdo do LDL de maneira dose-dependente. Observou também
que o pré-tratamento com gemas enriquecidas de alho suprimiu significativamente a
producdo de perdxidos em células HL60 e células endoteliais. Estes resultados
sugerem que a gema enriquecida com alho pode ser util na prevengdo de

aterosclerose.
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Mikail (2010) estudou a toxicidade do extrato aquoso do Allium sativum. Esse
estudo de toxicidade aguda foi realizada apés a administragdo subcutanea de doses
graduadas de extracto de planta em coelhos experimentais da ragca Nova Zelandia.
DL50 foi determinada em 3034 mg/kg e a dose maxima tolerada foi de 2200 mg/kg.
A mortalidade ocorreu em coelhos, com doses de 3200 e 4200 mg/kg, com sinais
comportamentais, como perda de apetite e paralisia parcial. A triagem fitoquimica
revelou a presenga dos seguintes compostos quimicos: saponinas, esterdides,
taninos, carboidratos e glicosideos cardiacos e que alcaldides, cadenolide,
flavondides, antraquinona e glicosideos cianogénicos estavam ausentes.

El-Sayyad et al. (2010) demonstrou em sua pesquisa que o Allium sativum
teve efeito protetor em ratas Wister hipercolesterolémicas gravidas e n&o gravidas e
em seus filhotes além de diminuir os niveis lipidicos.

Ried, Toben e Fakler (2013), através de seus resultados em seres humanos,
sugere que o alho seja eficaz na redugao do colesterol sérico total e de lipoproteina
de baixa densidade colesterol, em individuos com niveis elevados de colesterol total.
As preparacdes de alho foram altamente toleravel em todos os ensaios e foram
associadas com efeitos colaterais minimos. Entdo, o uso do alho € uma opcéao
alternativa com um perfil de seguranga mais elevado do que os medicamentos
convencionais para baixar o colesterol em pacientes com colesterol levemente

elevado.
2.2 Cilostazol

Tsuchikane et at. (1999) considerando que a reestenose coronariana, apos
(baldo) angioplastia transluminal percutédnea (PTCA), continua a ser um grande
inconveniente do procedimento e que o cilostazol, um inibidor de agregagao de
plaquetas, da proliferagdo da intima e que reduz a taxa de restenose em seres
humanos; ele teve como objetivo determinar o efeito do cilostazol sobre a
reestenose apos a PTCA. Ele comprovou a reducédo das taxas de restenoses e de
lesdo vascular apos angioplastia com baldo nas artérias de seres humanos com o
uso de cilostazol.

Ishizaka et al. (1999) para elucidar se o cilostazol, administrado localmente,
um inibidor da fosfodiesterase do AMP ciclico lll, suprime a formagao da neointima

em artérias carotidas de ratos danificadas por baldo, Ishizaka e et al. aplicaram 20
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mg de cilostazol, topicamente, através de gel Pluronic no momento da leséo
provocada pelo baldo. Seus resultados sugerem que a administragcdo local de
cilostazol, utilizando gel Pluronic, mantém uma elevada concentragdo do farmaco no
local de aplicagao, tendo um efeito anti-proliferativo em células musculares lisas, e
podem ter potencial para utilizagdo terapéutica clinica para a prevengao de
restenose apos intervengao arterial.

Douglas Jr et al. (2005) realizou um estudo duplo-cego, randomizado,
controlado por placebo para determinar se o cilostazol inibia a proliferagao da intima,
reduzindo a reestenose em pacientes pds-implante de stent em artérias coronarias
nativas. Utilizou 705 pacientes, que tiveram sucesso no implante de stent coronario,
para receber, além da aspirina, 100mg de cilostazol ao dia ou placebo por 6 meses;
o clopidogrel, 75 mg por dia, foi administrado a todos os pacientes durante 30 dias.
O autor conclui que ha redugdo das reestenoses intra-stents nas angioplastias
coronarianas quando o paciente usa cilostazol, principalmente, nos diabéticos.

Min et al. (2007) investigou a eficacia do cilostazol na prevencédo de
hiperplasia neointimal intra-stent tanto por angiografia coronaria como por Ultrassom
Doppler Intravascular Volumétrico. Recrutou cinquenta e nove pacientes (39
homens, idade média 62 anos) submetidos a implante de stent coronariano eletivo e
foram aleatoriamente designados para receber aspirina e clopidogrel ou ticlopidina
ou aspirina e clopidogrel ou ticlopidina mais cilostazol. Ele concluiu que a tripla-
antiagregacao plaquetaria, utilizando aspirina, clopidogrel e cilostazol, tem um efeito
inibitério da hiperplasia neointimal superior aos outros esquemas antiplaquetarios no
poOs-operatorio de angioplastia coronariana com stent.

Tsai et al. (2008) utilizando o coelho para testar o efeito do Cilostazol sobre a
hiperplasia intimal determinou que in vivo o Cilostazol reduz a hiperplasia neointimal
e a infiltracdo de macrofagos na aorta de coelho submetidos a angioplastia por balao
e que o cilostazol pode desempenhar um papel importante na prevencdo de
endotoxinas e feridas mediada por inflamagdo vascular. Ele utilizou uma
concentragéo de 50 mg/dia.

Ueno et al. (2011) estudou a comparagao do efeito de cilostazol com aspirina
em células progenitoras endoteliais circulantes e de colesterol LDL em doentes
diabéticos com isquemia cerebral. Foram comparados os efeitos do cilostazol com
aspirina sobre células endoteliais circulantes progenitoras (EPCs). Ele concluiu que
o cilostazol aumenta as EPCs circulantes e diminui sdLDL em pacientes diabéticos
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com isquemia cerebral.

Qian e Bi (2013) estudaram a eficacia e seguranga do cilostazol na prevengao
e tratamento do acidente vascular cerebral isquémico, para tal, foram analisadas as
revisdes sistematicas de ensaios clinicos randomizados, controlados, relacionados.
Conclui que o cilostazol pode ser uma alternativa mais eficaz e segura a aspirina
para pacientes com acidente vascular cerebral isquémico.

Maruyama et al. (2013), em seu estudo, investigou a relagao entre a dose de
cilostazol e a fungdo das plaquetas, conseguida com a terapia de combinagédo. A
taxa de inibicdo < 20% foi significativamente inferior em ambos os grupos de
combinagao de cilostazol que s6 no grupo de clopidogrel. Concluiu, entdo, que o uso
de terapia de combinagao clopidogrel e cilostazol, em baixa dose (100 mg), pode ser
um meio de superar a resisténcia ao clopidogrel.

Lin et al. (2014), em seu estudo, também determinou que a aspirina por si s6
ou em combinagdo com clopidogrel ndo sao eficazes na prevengcédo de acidente
vascular isquémico e que depois da mudanca do agente antiplaquetario para o
cilostazol, ndo houve episédios isquémicos recidivantes; logo, este estudo sugere
que o cilostazol pode ser eficaz na prevencdo de ataque isquémico transitorio de

origem nao cardiaca.
2.3 Hiperplasia

Ameli et al. (1989), estudando o efeito do fumo na parede arterial, demonstrou
um indice maior de perda de membros devido a faléncia dos by-pass, em
consequéncia a hiperplasia nos mesmos. Ele estudou o efeito do tabagismo sobre
as taxas de perda do membro e as taxas de permeabilidade cumulativas de 136
reconstrugdes arteriais, realizadas em decorréncia a isquemia dos membros
inferiores, analisando-os num estudo retrospectivo de cinco anos. Multiplas
interagbes entre tabagismo e variaveis como idade, sintomas pré-operatorios, e
material de enxerto demonstram a complexidade dos efeitos do tabagismo sobre a
taxa de perviedade cumulativa e da necessidade de sub-agrupamento e remogéo de
fatores de confundimento. Tendo em vista os efeitos adversos de tabagismo
continuado no progndéstico poés-revascularizagdo, os pacientes devem ser,
fortemente, aconselhados a interromper o tabagismo.

Cox, Chiasson e Gotlieb (1991), em seu trabalho de revisado, afirmaram que
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qualquer injuria, na parede vascular, leva a uma alteragcdo no metabolismo lipidico
local, disturbio hemodinamico e proliferagao das células musculares lisas da parede
vascular, promovendo assim hiperplasia e/ou aterosclerose local.

Lafont et al. (1995) estudou as causas de reestenoses arterial apos
angioplastia. Para isso utilizou coelhos brancos da raca Nova Zelandia com
aterosclerose e que foram submetidos a angioplastia da artéria iliaca por via
carotidea. Seus achados, surpreendentemente, determinaram que a estenose
residual tardia esta correlacionada com a constricdo crénica, mas ndo com o
crescimento neointimal-medial ou crescimento da adventicia. Entdo, ele conclui que
os fatores relacionados ao remodelamento arterial, ao invés de crescimento
neointimal-medial, pode dominar a resposta a angioplastia.

Gimbrone Jr (1995), em seu artigo de revisdo, trouxe o conceito da
disfungcdo endotelial, onde o endotélio € uma importante estrutura na fisiopatologia
da aterosclerose, sendo alvo dos leucocitos mononucleares.

Asada et al. (1996) confirma, em sua pesquisa, que a indugdo da
endotelizacdo por cateter baldo € o meio mais popular de lesdo arterial em animais
experimentais e tem sido usado como sistema modelo para investigar a aterogénese
e reestenose apos angioplastia transluminal percutédnea (PTCA). O objetivo deste
estudo foi examinar a relacdo entre a pressdo de insuflagdo do baldo e dano
vascular e hiperplasia da intima subsequente. A lesao retrégrada (pullback) pelo
baldo nas aortas de coelho, foi feita com trés diferentes pressdes de baldo (1,5, 1,75
e 2,0 atm). As lesdes mediais, como necrose das células musculares lisas e
perturbacdo da lamina elastica, foram encontrados ocasionalmente no segmento
lesionado da aorta por cateter-baldo em 1,75 atm e mais frequentemente em 2,0
atm. Seus resultados indicam que a hiperplasia da intima ndo é sé
proporcionalmente relacionada com a gravidade da lesdo vascular, mas também foi
dependente da pressao de inflagio.

Sterpetti et al. (1996) correlacionaram os mitégenos Factor de Crescimento
Derivado de Plaquetas (PDGF) e o Factor de Crescimento Fibroblastico basico
(bFGF) na estimulagéo do crescimento e invasao da muscular na intima.

Ross (1999), em seu artigo de revisao, afirma que a hipercolesterolemia € um
fator acelerador, mas que o fator primordial das alteragdes na parede do vaso é de
causa inflamatdria, onde ha invasdo de mondcitos, linfocitos T e macrofagos na

camada miointimal.
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Costa e Fagundes (2002) relatam, em seu artigo de revisao, o efeito inibitorio
da hiperplasia intimal pela radiagcdo em diferentes territorios vasculares; pela inibicao
da proliferagcdo de muitos tipos celulares, incluindo fibroblastos e células musculares
lisas in vitro e a sintese de colageno em culturas de fibroblastos; além do péssimo
resultado das atuais drogas utilizadas para essa finalidade.

Libby (2006), em seu trabalho, demonstra que a deposi¢ao lipidica nédo é a
vila principal no processo aterosclerotico e hiperplasico na artéria e sim o processo
inflamatdrio a sua parede.

Davies (2007) descreve a hiperplasia intimal, as camadas do vaso envolvidas
e faz um resumo da literatura sobre os atuais mecanismos de hiperplasia
conhecidos nas artérias, nos enxertos venosos, nos enxertos protéticos e pos-
angioplastia com e sem stent.

Pereira, A. H., Pereira, A. A. e Costa (2008) também fazem uma abordagem
da fisiopatologia da hiperplasia intimal enfatizando a invasdo muscular na intima e
a remodelagao na parede vascular.

Os autores Li e Brooks (1999) chamam a atengao para que as novas
drogasdevam visar a inibicdo da hiperplasia intimal, principalmente, pos-
procedimentos angioplasticos, atuando na mitose celular dos midcitos, pois estas

sdo as células mais envolvidas na hiperplasia.
24 Modelos animais de aterosclerose e angioplastia

Baumgartner (1973) estudando a adeséao plaquetaria, a deposigéo de fibrina e
a formagao do trombo mural em 22 (vinte e dois) coelhos, estabeleceu o método de
lesdo vascular em coelhos, ou seja, a desnudagao endotelial, utilizando um cateter
balao por ele idealizado em 1963 (BAUMGARTNER, 1963) e introduzido na aorta do
coelho por via femoral, sendo essa ligada apds retirado do bal&o.

Srilatha et al. (1997) provocou aterosclerose em coelhos jovens ndo obesos
apos hipercolesterolemia por ingesta diaria de gema de ovo fresco durante 8
semanas. Logo, ele relatou que este € um método util para determinar as mudancgas
patolégicas precoces de aterosclerose no homem. Além disso, o presente estudo
fornece evidéncia direta do efeito deletério da gema de ovo de galinha sobre o nivel
de colesterol sérico em um modelo animal adequado e de facil reproducao.

Bledsoe et al. (2005) demonstrou que o uso crénico do clopidogrel nao
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diminui o desenvolvimento da hiperplasia intimal no territério carotideo. Para
comprovar isso, ele selecionou ratos machos Sprague-Dawley e submeteram-nos a
endarterectomia carotidea (CEA) e o tratamento com placebo ou com doses
variadas de clopidogrel, incluindo clopidogrel-crénico, bolus pré-CEA, clopidogrel-
croncio mais bolus pré-CEA e bolus mais clopidogrel-cronico p6s-CEA; uma dieta
homocisteinica foi usado para elevar, ambos, homocisteina no plasma e o grau de
hiperplasia da intima. A agregacao plaquetaria, atividade plaquetaria, e hiperplasia
intimal foram avaliadas. Foi concluido que outros fatores devem, por conseguinte,
contribuir para o desenvolvimento patolégico de hiperplasiaintimal.

Liddell et al. (2005) desenvolveu um modelo de isquemia de membro inferior
em coelhos, para isso ele utilizou coelhos da raga Nova Zelandia em numero total de
17 (dezessete). A artéria que serviu de entrada para o cateter guia das moles eram
ligadas no final da embolizagao.

Santos (2008) estudou métodos alternativos e baratos para determinar
umadieta hipercolesterolémica, comparando a gema de ovo de galinha e a banha do
porco, em relagdo aos outros alimentos existentes no mercado com alto indice de
colesterol total. Ao exame microscoépico, a dieta enriquecida com gema de ovo de
galinha é excelente para formacédo de células espumosas e espessamento de
endotélio, & pratico para realizagao experimental, € de baixo investimento tornando
acessivel as pesquisas referentes a colesterolemia.

Ferrer et al. (2010), em sua pesquisa para indugcao de lesdo vascular em
coelhos com dieta hipercolesterolémicas, determinou através de ultrassom que o
coelho € um bom modelo e que baldes de angioplastia menores, tipo 2 (dois) mm de
didmetro, sao suficientes e seguros (com menos complicagoes).

Rolim (2012), em sua dissertagdo de mestrado, estudou o efeito da Moringa
oleifera sobre a hiperplasia médio-intimal. Utilizou 30 coelhos fémeas da raga Nova
Zelandia com hipercolesterolemia, induzida por gema de ovo na dieta. Provocou
lesdo da parede da artéria iliaca direita por angioplastia por baldo via femoral, a qual
foi ligada apos a angioplastia. E, para o estudo morfométrico, utilizou a coloragao
HE. Na estatistica, utilizou o teste ANOVA One e Two-way. Nesse estudo, néao
houve efeito protetor da Moringa, na dose estudada.

Van Craeyveld et al. (2012) comparou o uso de coelho tanto machos como
fémeas e murina (camundongos) machos e fémeas como modelo no estudo de

aterosclerose em animais, constatando que n&o ha diferenga entre coelhos machos
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e fémeas. O principal objetivo dele foi realizar uma analise longitudinal de
remodelamento arterial e da evolugdo da area medial durante a progressao da
aterosclerose. Os objetivos secundarios foram analisar as diferengas sexuais na
progressdo da aterosclerose e determinar correlagbes entre eles. Detectou
progressdo da aterosclerose, em todos os modelos, a qual foi acompanhada por
expansiva remodelagdo do vaso. A progressao da aterosclerose em camundongos e
coelhos é, muitas vezes, acompanhada por um aumento da area da média.
Camundongos fémeas sdo mais suscetiveis ou igualmente suscetiveis ao
desenvolvimento de aterosclerose em comparagdo com camundongos machos, nao
obstante, os niveis plasmaticos de colesterol mais baixos. No entanto, essa
diferenga entre os sexos nao foi reiterada em ambos os modelos de coelho.

Guzeloglu et al. (2012) utilizou 13 (treze) coelhos da raga Nova Zelandia para
estudar o efeito da Rosiglitazona, que € um antagonista dos Receptores de atividade
proliferativa da Peroxisomo (PPARs), para inibir a hiperplasia intimal. Realizou
angioplastia nas carotidas dos coelhos. Como método estatistico, utilizou ANOVA e
Mann Whitney U. Seus resultados sugerem que a rosiglitazona pode impedir a
hiperplasia neointimal, que & o fator mais importante envolvido na faléncia do
enxerto tardiamente.

Nogueira (2012) estudou o efeito da Curcuma longa sobre a hiperplasia
meédio-intimal. Utilizou 30 coelhos fémeas da raca Nova Zelandia com
hipercolesterolemia, induzida por gema de ovo na dieta. Provocou les&o da parede
da artéria iliaca direita por angioplastia por baldo via femoral, a qual foi ligada apés a
angioplastia. E, para o estudo morfométrico, utilizou a coloragdo HE. Na estatistica,
utilizou os testes ANOVA One e Two-way. Nesse estudo, ndo houve efeito protetor
da curcuma na dose estudada.

2.5 Imunomarcadores

Tsukada et al. (1987) determinou que o HHF35 é n&o reativo em
imunomarcagdes de extratos a partir de todos os extractos celulares testados nao-
musculares. O HHF35 reage com praticamente todas as células musculares e é util
como um marcador para o musculo e nas células derivadas do musculo.

Hirsch e Karnovsky (1991) investigaram o efeito da heparina sobre o

desenvolvimento de lesbes proliferativas miointimais num modelo de enxerto de veia
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de rato. O espessamento da intima, neste modelo, foi mais pronunciada nas regides
de anastomose, e era composto, principalmente, de células musculares lisas
vasculares, como identificado por imunocitoquimica com anticorpo anti-actina de
musculo, HHF35. O autor sugere que a heparina, através da sua atividade anti-
proliferativa em células musculares lisas vasculares, possa ter um papel
farmacolégico na prevencgédo da falha do enxerto da veia, o que resulta, geralmente,
mais do desenvolvimento de lesdes proliferativas miointimais.

Stadius et al. (1994) provocou uma lesdo mecanica aguda de uma artéria,
resultado em hiperplasia neointimal que é devido, pelo menos em parte, a
proliferagdo de células na parede do vaso. O objetivo deste estudo foi quantificar a
atividade de proliferagao celular na artéria iliaca de coelhos da raca Nova Zelandia
apo6s lesao por baldo e alimentagdo com colesterol. A lesdo nas artérias iliacas foi
realizada via femoral e as femorais usadas foram ligadas apds a cirurgia; em
seguida, os animais foram entdo alimentados com uma dieta de 2% de colesterol. As
meédias das areas das intimas foram medidas morfometricamente. As regides das
células musculares lisas e dos macréfagos na intima e média foram identificados,
utilizando os marcadores imunocitoquimicos HHF35 e RAM-11, respectivamente. A
atividade proliferativa na intima esteve presente em todas as amostras de dia 8 até
ao dia 35 e em ambas as regides HHF35 e RAM-11-predominantes da intima.

Takagi et al. (1997) comparou a hiperplasia, que ocorre em coelhos WHHL
com o tipo de hiperplasia, que ocorre nas coronarias humnas. Para isso, ele utilizou
45 (quarenta e cinco) coelhos e os submeteu a angioplastia com baldo de 2 (dois)
cm de comprimento e 3 (trés) mm de didmetro para realizar, também realizou a
ligadura da artéria femoral apos a realizacdo da lesdo pelo baldo. Para a
iminoistoquimica, foi utilizado o HHF35 e o RAM-11 para estudar as células
musculares lisas e os macrofagos, respectivamente. Nesse estudo, ele constatou
que o coelho WHHL é adequado para esse tipo de pesquisa.

De Serre et al. (2008) determinou a elevagao plasmatica de C4d nas
rejeicdes dos transplantes, em decorréncia a inflamagao imunoldgica nas estruturas
vasculares. Os anticorpos especificos de doador nunca foram encontrados em
qualquer série estudada. No entanto, a classificacdo das lesbes vasculares pode
constituir um marcador util para identificar rejeigdes agudas, que sdo potencialmente
resistentes ao tratamento padrado, e para os quais uma terapia alternativa deve ser

considerada.
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Cohen et al. (2012) percebeu que o surgimento de novas terapias, que
bloqueiem a ativagcdo do complemento, faz do C4d um potencial marcador para
identificar pacientes que possam, eventualmente, beneficiar-se dessas terapias.
Esta revisdo apresenta uma visao geral sobre esse biomarcador C4d, com foco na
sua utilizagdo em transplantes de 6rgaos solidos e discutir seus possiveis papéis

nas doengas autoimunes.
2.6 Tratamentos diversos

McCann,Hangen e Fuchs (1980) demonstraram no experimento em
enxertos venosos que a associagdo de acido acetil saliciclico (AAS) e dipiridamol
diminuem a hiperplasia intimal nesses enxertos vasculares.

Kohler, Kirkman e Clowes (1989) no trabalho com heparina na inibicao da
hiperplasia intimal, percebeu efeitos diferentes entre a hiperplasia que ocorre na
veia e na artéria sugerindo mecanismos diferentes para a migragdo das células
musculares nesses vasos. Nesse trabalho também foi demonstrado haver pouco
efeito da heparina na inibigdo da hiperplasia intimal.

Plate et al. (1989) utilizou 32 (trinta e dois) coelhos de ambos os sexos para
determinar o efeito inibidor dos antiplaquetarios na inibicdo da deposi¢cao de
plaquetas e de fibrina na parede arterial angioplastada. Para isso, realizou
angioplastia na aorta de coelhos (macho e fémea), submetidos a dieta rica em
colesterol, por via femoral, apds anestesiados e no final do procedimento, as artérias
femorais foram ligadas. Como drogas antiplaquetarias, foram utilizados dipiridamol,
acido acetilsaliciclico, prostaciclina e dextran. E, concluiu que n&o houve inibicdo da
deposicao de plaquetas nem de fibrina pés-angioplastia.

Landymore, Macaulay e Manku (1990) utilizando enxerto de veia femoral
bilaterais, que foram implantados em 47 caes adultos, determinou os efeitos da
aspirina sobre a hiperplasia da intima. Seus dados indicaram que a aspirina nao
reduz a proliferagcdo da intima em enxertos de veias caninas, 0 que sugere que
a terapia de droga alternativa ou combinada pode ser necessario para reduzir a
incidéncia de falha do enxerto tardiamente.

Gellman et al. (1991) estudou a reestenoses das angioplastias com balao
ocasionadas por hiperplasia da intima apds o procedimento. Para isso, utilizou a

lovastatina, a 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA), para inibir a
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hiperplasia da intima através de uma redugédo do colesterol no soro e bloquear a
sintese do acido desoxirribonucleico (DNA). Para determinar se a lovastatina reduzia
a hiperplasia da intima, realizou um estudo prospectivo, randomizado e cego em 60
(sessenta) coelhos da raga Nova Zelandia com aterosclerose. A aterosclerose foi
produzida por uma dieta contendo 2% de colesterol e 6% de 6leo de amendoim por
28 (vinte e oito) dias e que foi terminada antes da angioplastia, por baldo, ser
realizada. Concluiu que a lovastatina diminuiu a hiperplasia da intima nos coelhos
hipercolesterolémicos.

Waksman et al. (1997) examinou o mecanismo pelo qual a radiagao ionizante
tem sido mostrada para reduzir a formacdo de neoinitma em lesdo vascular por
estiramento das artérias coronarias de suinos. Seu estudo sugere que a radiagao
intracoronaria inibe, principalmente, a primeira onda de proliferacdo celular na
parede do vaso e demonstra um efeito favoravel sobre a remodelagédo tardia,
impedindo a fibrose adventicial no local da leséo.

Axel et al. (1997) concebeu um estudo para caracterizar os efeitos do
paclitaxel sobre a proliferagcdo e migragdo de células musculares lisas arteriais de
humanos (haSMCs) in vitro e na formacdo da neo-intima num modelo in vivo de
coelho experimental. Histologicamente, a area da intima da parede, espessura da
parede, e o grau de estenose foi significativamente reduzida em animais tratados
com paclitaxel em comparagcdo com os controles. Assim sendo, ele concluiu que o
paclitaxel inibe a proliferagado e migragcdo haSMC de uma forma dependente da dose
em monoculturas e co-culturas, mesmo na presenga de mitdogenos. Além disso, o
paclitaxel impede a formagao de neointima em coelhos apds angioplastia combalao.

Herdeg et al. (2000) estudando o efeito antitumoral paclitaxel na parede
vascular poés-angioplastia, comprovou a sua eficacia na redugdo da estenose
neointimal. O objetivo de seu estudo foi avaliar o potencial do paclitaxel em evitar a
reestenose in vivo. Partindo do sabido que o paclitaxel € um composto de
estabilizacdo dos microtubulos com atividade antitumoral potente e que ele
influencia o equilibrio citoesquelético, aumentando o conjunto de microtubulos
alterados, e assim, induzindo modificagdes celulares, que resultam em reducio da
proliferagdo, migracdo e transducédo de sinais. Concluiu que a entrega local de
paclitaxel resulta em redugdo da estenose neointimal e aumento no tamanho do
vaso (remodelamento positivo). Ambos os efeitos contribuem para uma manutengao

e podem ser causados por uma alteragao estrutural do citoesqueleto.
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Yasuda et al. (2002), em seu estudo sobre a Docetaxel (uso local) na inibigao
da hiperplasia intimal, utilizou 24 coelhos da ragca Nova Zelandia e provocou a
hiperplasia por meio de lesdo endotelial por baldo de angioplastia a 2 (dois) atm, na
artéria iliaca do coelho. Ele concluiu que a entrega local de Docetaxel, mesmo apds
uma unica administracdo de dose reduzida, inibe, eficazmente, a hiperplasia
neointimal; e que sua administragdo € associada com um risco minimo de efeitos
adversos sistémicos (leucocitopenia).

Park et al. (2003) estudou 177 (cento e setenta e sete) pacientes que usaram
stents coronarianos embebidos com paclitaxel e percebeu a redugao das estenoses
pos-angioplastia e colocacéo de stent, demonstrando assim que tal substancia inibe
a hiperplasia neointimal.

Ducasse et al. (2006) investigou a hiperplasia da intima na parede arterial
com stent, seguida de radiagdo externa para a prevencgdo de hiperplasia da intima
em porcos. A reformulacdo parietal, observada nas artérias dos animais irradiados
com doses elevadas, nao esta clara e é causa de preocupacéao, especialmente, apos
a dissecgao clinica espontanea, que foi relatada. Assim, o autor concluiu que o uso
de radiag&o ionizante para a prevengao da reestenose arterial aguarda confirmagao
com um longo prazo de seguimento, incluindo analise histolégica experimental
especifica.

Cortelekoglu et al. (2006) partindo de que a hiperplasia neo-intimal € uma das
causas mais comuns de falhas de permeabilidade arterial seguintes as intervengdes
cardiovasculares; e que tem sido proposto que o clopidogrel e o dobesilato de calcio
podem desempenhar um papel importante na melhoria da hiperplasia da intima; seu
objetivo foi avaliar o efeito desses agentes na hiperplasia da intima, que ocorre apés
lesdo experimental por cateter baldo. Nenhuma diferenga significativa foi encontrada
entre os grupos clopidogrel e dobesilato de calico. Logo, o clopidogrel e o dobesilato
de calcio melhoraram a hiperplasia da intima apods lesdo vascular, induzida,
experimentalmente, em artérias iliacas de coelhos.

Knopfholz et al. (2006) utilizou dezenove coelhos da raga New Zealand, que
foram divididos em dois grupos: controle e arginina, respectivamente com dezenove
e dezessete artérias estudadas. Os animais foram submetidos a angioplastia por
baldo, em suas artérias iliacas por via femoral. Apds o sacrificio, no 150 dia apds a
lesdo por baldo, procedeu-se a morfometria das artérias. No modelo experimental

utilizado, a L-arginina foi capaz de reduzir o espessamento intimal em coelhos
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hipercolesterolémicos e nio teve agao sobre o remodelamento arterial.

Brasselet et al. (2008) estudou o efeito do calor na inibicdo da hiperplasia
intimal intra-stent. Para isso, ele utilizou 56 (cinquenta e seis) coelhos da raga Nova
Zelandia submetidos a dieta hipercolesterolémica. Seu objetivo foi avaliar a
capacidade do aquecimento local de inibir a reestenose intra-stent e a hiperplasia
neointimal, além de seus efeitos colaterais potenciais sobre a trombose arterial. O
aquecimento local foi associado com a proliferacdo celular diminuida, densidade de
colageno menor, e aumento da apoptose de células do musculo liso e a expressao
da proteina de choque térmico. Logo, o aquecimento representa uma abordagem
promissora para prevenir a restenose intra-stent através da limitacdo da resposta
proliferativa sem indug¢ao de trombose.

Waksman et al. (2008) objetivou descobrir, por inflamagdo modulada, se o
clopidogrel podia afetar a formacdo da neointima em artérias iliacas de coelhos
hipercolesterolémicos desnudadas por baldo. Seu estudo demonstrou que o
clopidogrel reduz a inflamagdo e formagdo de neointima em artérias iliacas
desnudadas por baldo em coelhos hipercolesterolémicos.

Alessi et al. (2010) estudou o efeito da rosiglitazona nas artérias iliacas em
coelhos hipercolesterolémicos, submetidos a lesdo por cateter baldo. Para isso, ele
utilizou 32 (trinta e dois) coelhos brancos machos, alimentados com uma dieta
hipercolesterolémica por sonda oral por 6 (seis) semanas e divididos em dois
grupos: grupo rosiglitazona e no grupo controle. Na artéria iliaca contralateral, ndo
houve diferenga significativa na proporgéo de area da camada intima / média entre
0s grupos controle e rosiglitazona. Ja na homolateral, a lesdo, houve diferencga
estatistica, logo, a rosiglitazona, durante 6 (seis) semanas, impede a aterogénese no

local da lesdo, mas ndo em um vaso distante do local da mesma.
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3 METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do
Laboratério de Tecnologia Farmacoldgica (CEPA / LTF) da Universidade Federal da
Paraiba, Campus |, Jodo Pessoa, PB, sob o numero 0412/09 (Anexo A) e pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude
de Alagoas (UNCISAL), Maceio, AL, sob o numero 63-A (Anexo B).

3.1 Tipo de estudo
Ensaio pré-clinico aleatorio em animais de experimentagao por 35 dias.
3.2 Local

Biotério do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) do Campus | da
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa — PB.

3.3 Amostra

Foram incluidos coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus da raga
Nova Zelandia (New Zealand), com aterosclerose experimental, submetidos a
inducdo de hiperplasia da camada miointimal da artéria iliaca externa direita por
angioplastia por baldo de angioplastia semi-complacente (ASADA et al., 1996;
BAUMGARTNER, 1973; GELLMAN et al., 1991; KNOPFHOLZ et al., 2006;
NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012; SANTOS, 2008; STADIUS et al., 1994; TAKAGI
et al., 1997), pesando acima de 2Kg, com idade entre 2 a 6 meses e sem alteregdes
anatomicas nas estruturas alvos. Esses coelhos formaram uma amostra ndo

probabilistica por conveniéncia.
» Respeitaram-se as leis:

* Lei 6638, de 08 de maio de 1979 - Normas para a Pratica Didatico-
Cientifica da Vivissecc¢ao de Animais;

* Declaragao Universal dos Direitos do Animal, UNESCO, 15 de Outubro
de 1978;

* Lei de crimes ambientais (Lei n® 9.605/1998);
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* As normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal -
COBEA, em 1991, sobre os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal.

3.4 Procedimentos

O sorteio dos animais para cada grupo foi feito por aleatorizagao simples com
auxilio do programa gratuito Research Randomizer, no site
http://www.randomizer.org/form.htm, sendo trés blocos com 10 numeros cada
(VIEIRA, 1984). Cada bloco correspondeu a droga utilizada e os numeros gerados
aos animais.

Os animais receberam uma letra e um numero, correspondendo ao grupo de
administragao e identificagdo do animal (exemplo: C1 — animal 1 do grupo Cilostazol;
A2 — animal 2 do grupo Allium sativum, etc.). Essa marcagéo foi feita por meio de
escrita a tinta azul indelével na face interna da base da orelha direita, com caneta
tipo piloto permanente (permanent mark®).

» Manejo dos animais

Optou-se pelo manejo fechado dos animais e a experimentagao foi realizada
no préprio biotério, onde se dispunha de ambiente propicio para os mesmos, com
sistema de ventilacdo exaustdo forgado, periodos de luminescéncia natural,
temperatura média de 20°C, ruido minimo e umidade em torno de 50%. Os animais
foram mantidos em gaiolas apropriadas com area de 0,64 m? eles ndo tiveram
contato com suas secregdes naturais, uma vez que as gaiolas eram adaptadas para
que se mantivesse a devida higiene. A dieta foi constituida de agua e racgao
comercial granulada (Purina ® para coelhos - proteina bruta 15%, extrato etéreo
2,5%, matéria fibrosa 16%, matéria mineral 10%, calcio 2,5%, fésforo 0,42%,
umidade 13%, carboidratos 31,58%) ad libtum, antes e durante o experimento.

Os coelhos foram pesados, semanalmente, para avalicdo de seu estado
nutricional, em balancga digital de precisdo. A calibragem era feita antes da pesagem
de cada um dos animais.

Iniciou-se a pesquisa com 37 (trinta e sete) animais, porém 5 (cinco)
morreram no periodo de quarentena: e dos 32 (trinta e dois) coelhos, que foram

submetidos ao procedimento cirurgico, dois morreram durante a angioplastia da
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iliaca externa. Sendo os 30 (trinta) animais restantes divididos nos grupos S (soro
fisiologico 0,9% — nosso controle negativo), C (Cilostazol — nosso controle positivo) e

A (Allium sativum — produto estudado) (Figura 1).

Figura 1 — Delineamento da pesquisa
(A)

Animais
selecionados

n= 37

Morte durante a
quarentena

n=>5

Animais
randomizados

n= 32

Morte durante
— cirurgia

n=2

Soro Fisiolégico
0,

0,9% Allium sativum
n=10
n=10
Cilostazol
n=10

Estabeleceu-se a seguinte linha de tempo para a pesquisa:

(B)
TO T1 T2 T3 T4 T5

Tratamento

Pzm-HdzmI>CO
>~ wnwr»z2>r>-—HCcm

— —

40 100 dias 2 35 dias 24h
dias dias

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.
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Onde: TO é o tempo inicial, T1 € o inicio da dieta hipercolesterolémica, T2 o
inicio da angioplastia, T3 € o inicio da administracdo das drogas, T4 é o inicio da

eutanasia e T5 seu término.
» Preparo e administragao da dieta aterogénica

Para todos os grupos, foram oferecidas, diariamente, 20 mL de gema
peneirada de ovo de galinha granjeirense, sem a pelicula da gema, administrada no
periodo da manha por via oral com auxilio de uma seringa de 20 mL, pelo periodo
de 100 (cem) dias (NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012; SANTOS, 2008). O preparo da
dieta foi diario, minutos antes da administragdo e mantida a devida higiene para
evitar contaminagdes. Foi ofertada crua. A opgédo de administrar a gema, na forma
liquida, foi para facilitar e ter certeza da maior ingesta possivel de colesterol.

» Inducao da hiperplasia miointimal

Apos os cem dias de administragcdo da dieta aterogénica, induziu-se a
hiperplasia miointimal pela seguinte técnica: os coelhos foram pesados e
anestesiados com Xilazina na concentragdo de 10 mg/kg e Ketamina na
concentragao de 40 mg/kg, por via intramuscular, na porgao proximal lateral a direita
da pata traseira, segundo técnica descrita na literatura (ASADA et al., 1996;
BAUMGARTNER, 1973; CORTELEKOGLU et al., 2006; GELLMAN et al., 1991;
GUZELOGLU et al., 2012; HARKNESS; WAGNER, 1993; LAFONT et al., 1995;
NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012; STADIUS et al., 1994; TAKAGI et al., 1997;
YASUDA, S. et al., 2002). O plano anestésico foi verificado pela auséncia do reflexo
doloroso na preenséo interdigital direta na orelha direita.

Apoés indugdo anestésica, foi realizada tricotomia nas regides: inferior do
abdome e inguinal a direita, seguidas de limpeza adequada do local, assepsia e
antissepsia com solugdo de PVPI degermante a 10% de iodo ativo. Realizou-se
coleta de sangue na veia auricular central com seringa de 5 (cinco) mL e
condicionado em tubetes de 6 (seis) mL sem conservante. Como demonstrado no
video abaixo, procedeu-se, entdo, a incisdo na pele com 2 (dois) a 3 (trés) cm de
extensdo no sentido longitudinal na prega inguinal com bisturi 1amina 11, para
exposicao da artéria femoral direita, a qual foi reparada com fio de algodao 3-0.

Realizou-se pequena arteriotomia (abertura da artéria) transversal com bisturi lamina
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11 (onze), através da qual foi introduzida o conjunto fio guia metalica numero 0,014”
(polegadas) (Hi-Torque command® - referéncia 2078172 — Abbott vascular) e o
cateter-baldo semi-complacente (Armada 14 PTA®, referéncia A1025-020) de 2,5
(dois e meio) mm de diametro por 20 (vinte) mm de comprimento (raio baldo/artéria
de 2,5:1), que foi inserido no lumen da artéria femoral direita em sentido cranial e
sua posigao na artéria iliaca externa direita (AIEd) foi definida pela visualizagdo do
ombro proximal do baldo justo ao ligamento inguinal dissecado. O cateter-balao foi
insuflado pelo tempo de um minuto até a presséo de ruptura do baldo (14 atm) com
auxilio de insuflador com manémetro da Cook-Medical® (reféncia CID-20-30),
levando a distensao da parede arterial. Apdés esvaziamento do baldo e retirada do
conjunto fio guia-baldo, procedeu-se a ligadura arterial com o fio de algoddo 3-0
acima e abaixo da arteriotomia. Por fim, a pele foi suturada com fio de nylon 4-0.
Foram administrados analgésicos (ibuprofeno 10 mg/kg por via oral — diluido em sua
agua de consumo, por 2 dias) e antibidticos (Ceftriaxona 20mg/kg intramuscular —
dose unica) para todos 0s grupos no poés-operatorio para evitar sofrimento do
animal. Vinte e quatro horas ap0ds a realizagao da cirurgia, iniciou-se a administragao
das substanicas desta pesquisa nos referidos grupos. (BAUMGARTNER, 1973;
GELLMAN et al., 1991; KNOPFHOLZ et al.,, 2006; NOGUEIRA, 2012; ROLIM,
2012; STADIUS et al., 1994; TAKAGI et al., 1997)

Video 1 (na versao digital) — Indug&o da hiperplasia miointimal

Fonte: Acervo pessoal do autor.
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» Substancias e grupos:

O grupo A (Allium sativum) recebeu 800 mg/kg de Allium sativum
(CAMPBELL et al., 2001; EFENDY et al., 1997), in natura e masserada, por via oral
por 5 semanas. O Allium sativum, que é o alho comum, foi adiquirido em
supermercado, numa unica leva. A quantidade individual era pesada diariamente e
ofertada para o animal por via oral, in natura, apdés masserado em pilédo.

O grupo S (controle negativo) recebeu 10 mL de soro fisiolégico a 0,9% por 5
semanas por via oral com auxilio de seringa de 20mL.

E o grupo C (controle positivo) recebeu a medicagdo Cilostazol (lote do
fabricante 20100201, data de fabricacdao 02/2010 e data de validade 02/2013, origem
China, fabricante ZHENJIANG HAISEN, lote interna 1086) na dose de 50 mg/dia
(TSAI et al., 2008) por 5 semanas por via oral. Este medicamento era diluido em 10

mL de agua portavel e adiminstrado via oral por seringa de 20 mL.
» Eutanasia

As substancias foram administradas por um periodo de 5 semanas, término
no qual os animais foram anestesiados pela técnica acima descrita e coletado nova
amostra de sangue para nova dosagem do perfil lipidico pds-substancias. Os
animais sofreram eutanasia sob dose letal do anestésico (pentobarbital 150mg/kg)
(GUZELOGLU et al., 2012; NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012; TSAI et al., 2008) e
foram coletados por via transabdominal, na seguinte ordem: as artérias iliacas
externas direitas submetidos a injuria pelo baldo por meio de procedimento cirurgico,
num segmento logo acima do ligamento inguinal até a bifurcagdo da aorta e o lobo

esquerdo do figado.
» Andlise histolégica e morfométrica

As pegas arteriais e hepaticas foram fixadas em formalina a 10% por no
minimo 24h e, em seguida, levados para o preparo rotineiro de laminas histolégicas
para microscopia optica: desidratagéo gradativa e crescente de alcool a 70% até o
alcool absoluto — diafanizagdo em xilol crescentes e embebicdo em parafina liquida
a 60°C, e preparacao dos blocos de parafina.

Os blocos de parafina foram cortados no micrétomo com espessura de 3
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(trés) um e os cortes montados em laminas de vidro extra-finas (76 x 25 mm), em
seguida, foram coradas com HE (hematoxilina-eosina) para estudo da morfologia
geral (ASADA et al., 1996; LARSON et al., 2011; NOGUEIRA, 2012; PLATE et al.,
1989; ROLIM, 2012; WAKSMAN et al.,, 2008; WISSOWZKY, 1876), a qual foi
usada para os vasos e figado dos animais, Verhoeff para estudo das fibras elasticas
nos vasos (VERHOEFF, 1908) e Tricromio de Masson para estudo morfolégico geral
(s6 dos vasos) e definicao das fibras elasticas, colagenas e musculares (MASSON,
1929); em seguida, montadas com laminulas e resina natural; as laminas foram
preparadas e examinadas por patologista nas objetivas de 2,5X, 10X e 40X.

Também foram realizadas imunoistoquimica para os vasos com HHF35
monoclonal da marca Dako® codigo M0635 (Anexo H) (ALESSI et al., 2010;
ASADA et al.,, 1996; HIRSCH; KARNOVSKY, 1991; STADIUS et al, 1994;
TSUKADA et al., 1987) para determinar as reagdes invasivas de células musculares
lisas nas camadas da artéria e C4d policlonal da marca Spring Bioscience® codigo
E17344 (Anexo I) (COHEN et al.,, 2012; DE SERRE et al.,, 2008) para estudar a
reagcao imunoldégica do complemento no endotélio vascular. A imunoistoquimica foi
realizada pelo servigo de patologia APC (Apoio em Patologia Cirurgica -
www.apclab.com.br).

Para a morfometria, foi utilizado o microscépio optico da marca Bioval®, o
programa ToupTekView® versdo x86 3.7.2270 (copyright 2003-2013 -
http://www.touptek.com) e a camera digital Opticam® de 14 MP. A percentagem da
area miointimal foi calculada pelo programa Imaged 64 onde a imagem do vaso foi

trabalhada da seguinte forma (Figura 2):
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Figura 2 — Calculo do indice de hiperplasia miointimal

Area da parede

Area da parede / drea total = %

Area total (4rea da parede + luz do vaso)

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Eliminada a area da adventicia do vaso
A imagem restante foi transformada em 8 bits

O restante da imagem formada pela luz do vaso e camada

miointimal foi transformada em mascara de 8 bits e medida essa area em

pixels, essa area foi chamada de area total

* Em seguida, foi medida s6 a area da luz do vaso

* A area da camada miointimal foi calculada em pixels, subtraindo a area da
luz da area total (area da camada médio-intimal com a luz)

* A percentagem (indice) entdo foi realizada, dividindo-se a area da

camada miointimal pela area total.

Para a esteroscopia das imunoistoquimicas HHF35 e C4d, foi realizada 3
(trés) fotos de campos aleatdrios, na objetiva de 40x, de cada lamina de cada animal

de cada grupo. Em seguida, foi utilizado o teste dos 36 pontos (Figura 3)
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(MANDARIM-DE-LACERDA, 2003), onde a area dos imunomarcadores foi calculada

pela férmula:

A =Vv/2Qa pm?

Onde:

Vv (densidade de volume do imunomarcador) foi estimada por contagem de

pontos (teste dos 36 pontos)
Vv =Pp /Pt

sendo: Pp € o numero de pontos que tocam os imunomarcadores € Pt € o

numero total de pontos da area teste de 200 (duzentas) pmz, que em nosSso caso,

foi 36 (trinta e seis) pontos.

Qa (densidade numérica por area de nucleos) foi estimada pelaférmula:
Qa=N/At

sendo: N o numero de nucleos contados dentro da area teste e At € a area

teste que utilizei, a qual se utilizou 200 pm?.

Figura 3 — Técnica de Mandarim-de-Lacerda

Fonte: Acervo pessoal do Autor.

» Lipidograma

Ao fim da coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas, a 5000 (cinco

mil) rotagdes por minuto para separagao do soro sanguineo, e encaminhadas para o
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laboratorio de analise do Hospital Universitario Luceano Wanderley da UFPB onde
foram realizados o lipidograma. Para analise dos lipideos plasmaticos foram
determinadas as concentragbes do colesterol total (CT), lipoproteina de alta
densidade (HDL), triglicerideos (TG), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) a partir do soro isolado por
centrifugacdo de cada animal. As determinagbes do lipidograma foram realizadas
pelo método enzimatico colorimétrico (FOSSATI; PRENCIPE, 1982), utilizando kit

enzimatico da Labtest® (Anexos C a E) e analisador colorimétrico automatico. A
concentracdo de LDL e VLDL no plasma foi calculada baseando-se na formula de
Friedewald, Levy e Fredrickson (1972), onde:

e« LDL=(CT-HDL)-(TG/5) mg/dL
« VLDL = TG/5 mg/dL

O lipidograma foi dito inicial para o sangue colhido no dia da cirurgia
(angioplastia por balédo) e foi dito final para o sangu colhido no dia da eutanasia, ao
término da administragdo das substancias testadas.

> Mascaramento

O mascaramento, para a microscopia, foi realizado pela troca da letra e
numero da marcagao inicial, por outra letra e numero conhecidos apenas pelo
pesquisador principal, sendo a nova identificagdo guardada em envelope opaco e
selado, que so foi aberto no momento da analise dos dados. O patologista ndo sabia

qual método foi utilizado nas estruturas alvos.
3.5 Variaveis
3.5.1 Variavel primaria

A diferengca da média de frequéncia do indice de espessura da camada
miointimal foi utilizada para determinar a eficacia do tratamento a hiperplasia
miointimal, que foi avaliada por morfometria; os valores foram em area (num
corte transversal da artéria, a area da parede do vaso, formada pela intima e
média, foi dividida pela area formada por essas camadas mais a luz do mesmo) e,
em seguida, realizada a média de cada grupo. A diferenga dessas médias € que
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foi utilizada para afirmar qual tratamento foi mais eficaz.
3.5.2 Variaveis secundarias

A média de frequéncia do indice de espessura da camada miointimal de
cada grupo: esta diretamente relacionada a area de hiperplasia da camada
miointimal. Quanto maior o indice de espessura maior foi a hiperplasia miointimal.

Imunoistoquimica: localizacdo histoquimica de substancias imunorreativas,
utilizando anticorpos marcados com reagentes (BIREME, 2014). O reagente
revelador utilizado foi a peroxidase. Foram raizados HHF 35 monoclonal e o C4d
policlonal:

» Area de positividade do marcador HHF35: é a quantificacdo em

pm2 da area marcada positivamente pelo marcador

imunoistoquimico HHF35, que é um marcador para células
musculares lisas. Se ha positividade deste marcador na intima do
vaso, é decorrente a invasdo ou modificacdo celular local em
musculo liso. Foi utilizado o protocolo do Anexo |.

« Area de positividade do marcador C4d: é a quantificacdo em

pm2 da area marcada positivamente pelo marcador
imunoistoquimico C4d, que é um componente imunologico do
complexo complemento. Se ha inflamagéao local, mediada pelo

* complemento C4d, ela sera positiva. Foi utilizado o protocolo do
Anexo J.

Colesterol total: Foi medido por teste enzimatico colorimétrico (Anexo C)
e medido em mg/dL.

HDL: Foi medido por teste enzimatico colorimétrico (Anexo D) e medido em
mg/dL.

LDL: essa lipoproteina de baixa densidade foi calculada pela férmula de
Friedewald (acima descrita) e os valores representados em mg/dL.

VLDL: calculado pela relagdo 5:1 entre a lipoproteina de muito baixa
densidade e o triglicerideo determinada por Friedewald, Levy e Fredrickson (1972).

Os valores foram dados em mg/dL.
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Triglicerideo: foi medido por teste enzimatico colorimétrico (Anexo E) e

medido em mg/dL.
3.5.3 Dados complementares

Peso corporal do animal: tentou-se manter uma faixa de peso em comum
para se ter um calibre mais uniforme dos vasos alvos do estudo. Os animais foram
pesados em balanga digital de precisdo. Serviu para avaliar o estado nutricional dos
animais.

Idade: Mantevesse uma faixa etaria em comum para se ter um calibre mais
uniforme dos vasos alvos do estudo.

Frequéncia de esteatose hepatica: infiltracido lipidica das células
parenquimatosas hepaticas, resultando em um figado de coloragdo amarelada. O
acumulo anormal de lipideos, normalmente, € sob forma de triglicerideos, como uma
unica gota grande ou multiplas goticulas. O figado gorduroso é causado por um
desequilibrio no metabolismo de acidos graxos (BIREME, 2014). Para caracterizar
se a dieta hipercolesterolémica ocasiona dano ao figado. Foi mensurado como
variavel qualitativa por microscopia de luz, nas objetivoas de 10 e 40x.

Frequéncia de colangite: inflamagdo do sistema ductal biliar (VIAS
BILIARES), intra-hepatico, extra-hepatico ou ambos (BIREME, 2014). Para
determinar a toxicidade das substancias. Também foi mensurado como variavel
qualitativa por microscopia de luz, nas objetivoas de 10 e 40x.

Microscopia: foi realizada por microscopia optica de luz.

3.6 Método estatistico

3.6.1 Calculo do tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi arbitrado em 30 (trinta) coelhos, sendo 10 (dez)
para cada grupo estudado; uma vez que na literatura, ha trabalhos, que comprovem
resultados estatisticos aceitaveis com numero menor de animais no experimento
com modelo animal semelhante, tais como Cortelekoglu, 2006; Santos, 2008;
Brasselet, 2008 e outros (ALESSI et al., 2010; BRASSELET et al., 2008;
CORTELEKOGLU et al., 2006; EFENDY et al.,, 1997; GUZELOGLU et al., 2012;
KWON et al., 2003; LIDDELL et al., 2005; NOGUEIRA, 2012; PLATE et al., 1989;
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ROLIM, 2012; SANTOS, 2008; STADIUS et al.,, 1994; WAKSMAN et al., 2008;
YASUDA, S. et al., 2002).

Realizou-se, também, o calculo do tamanho da amostra, utilizando a
calculadora online LEE (Laboratério de Epidemiologia e Estatistica), no site gratuito:
http://www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/di_1_pro_tes.html, o qual resultou
num n= 7 (sete) para cada grupo. Para o calculo do teste de estimagcao de uma

meédia, foram utilizados os seguintes parédmetros:

* Desvio padrao: 4

* Erro maximo da estimativa: 3
* Nivel de significancia: 5%

* Poder do teste: 95%

* Teste de hipotese: bicaudal

3.6.2 Analise estatistica

Os dados foram coletados em um formulario padronizado e armazenados em
uma planilha eletrénica (Microsoft Excel® 2011, para Mac. EUA). As entradas de
dados foram realizadas de formaindependente.

A analise descritiva foi realizada, calculando o intervalo de confianca de 95%
(DORIA FILHO, 1999; DOUGLAS JR et al., 2005; FLETCHER, R.; FLETCHER, S.,
2011; HULLEEY et al., 2008) para cada variavel estimada. Os calculos foram
realizados com o auxilio do aplicativo estatistico Prism 6 para Mac OS X versao
6.0b (3 de outubro de 2012).

3.6.2.1 Variavel primaria analisada
A diferencga de frequéncia da média de hiperplasia miointimal.
3.6.2.2 Hipoteses Estatisticas

— Ho: Ma= Mc = Ms (As médias de hiperplasia miointimal sao iguais entre
0S grupos)
— Hi: Ma =Mc =Ms (Ha diferenca entre as médias de hiperplasia

miointimal nos grupos)
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3.6.2.3 Testes Estatisticos

Foram utilizados os testes ANOVA (One-way e Two-way) (GUZELOGLU et
al.,, 2012; NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012) com os testes de confirmacao: Brown-
Forsythe, Bartlett e Tukey (multi-comparativo) para os dados quantitativos (variaveis
continuas), sendo o ANOVA One-way para os dados transversais e o ANOVA Two-
Way para os dados temporais (observacionais); e o teste Qui-quadrado (X?) para os
dados qualitativos (variaveis categodricas), ambos com hipotese bicaudal (DORIA
FILHO, 1999; DOUGLAS JR et al., 2005; FLETCHER, R.; FLETCHER, S., 2011;
HULLEY et al., 2008).

Para a realizagdo dos testes acima citados, foi utilizado o programa GraphPad
Prisma® (Verséo 6, para Mac OS X, GraphPad Software Inc., San Diego, CA de 3
de outubro de 2012), o qual realiza, automaticamente, a normalizagao de todos os
dados.

3.6.2.4 Valor de Alfa

Foi utilizado o valor de alfa (o) menor que 0,05 no teste estatistico para

rejeitar a hipotese de nulidade.
3.6.2.5 Apresentagao dos resultados

Foram utilizados tabelas e graficos para a apresentagao dos dados e os
valores de alfa foram apresentados com até quatro casas decimais.



50

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagao da amostra
41.1 Variaveis

4.1.2 Variavel primaria

Pela observacédo estrutural, na objetiva de aumento de 2,5x, num corte
transversal do vaso, para poder ver o vaso em sua totalidade, utilizando a coloragao
HE, ndo se pdde caracterizar qual foi o grupo que teve menor ou maior hiperplasia
miointimal (Figura 4).

Figura 4 — Fotos histolégicas das artérias iliacas externas direitas individuais de cada grupo.

Coloracao HE. Cortes transversais. Objetiva 2,5x
Soro Fisiolégico 0,9% Cilostazol

| =

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Em decorréncia dessa nao caracterizagdo visual de superioridade entre os

grupos, foi realizado a morfometria digital, pela técnica descrita nos métodos,
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obtendo-se os resultados individuais da Tabela 1.

Tabela 1 — Dados individuais do calculo do indice de hiperplasia miointimal

Grupo  parede  total indicede
(pixels) (pixels) hiperplasia
S 881581 2967936 29,70%
S 1756363 3863423 45,46%
S 1190502 3280840 36,29%
S 2144308 5624951 38,12%
S 1275495 4309356 29,60%
S 1340630 3666298 36,57%
S 1148018 3081897 37,25%
S 1657046 3887973 42,62%
S 918578 3143076 29,23%
S 1042151 3204196 32,52%
A 1041045 8624835 12,07%
A 1513716 5651451 26,78%
A 1270260 7007616 18,13%
A 1544997 6127809 25,21%
A 1373622 7333881 18,73%
A 1522047 7172680 21,22%
A 1894053 6032066 31,40%
A 1103385 6006933 18,37%
A 1350686 6478470 20,85%
A 1357074 7349916 18,46%
C 1276786 7617418 16,76%
C 1315643 6679041 19,70%
C 1299995 6337708 20,51%
C 896725 7600101 11,80%
C 923192 7465591 12,37%
C 1466373 6186285 23,70%
C 949863 7445130 12,76%
C 892619 6580439 13,56%
C 971013 6604380 14,70%
C 1069265 6598063 16,21%

S — Soro Fisiolégico 0,9% A- Allium sativum C-
Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

A partir desses dados da Tabela 1, foi realizado o teste estatistico de ANOVA
One-Way (Figura 5), obtendo-se os seguintes resultados:

* grupo controle negativo, Soro Fisiolégico 0,9%, apresentou um indice
médio de hiperplasia de 35,74% com IC de 95%, variando 31,76% a
39,71%;

e grupo controle positivo, Cilostazol, apresentou um indice médio de
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hiperplasia de 16,21% com IC de 95%, variando 13,36% a 19,05%;
* grupo tratado, Allium sativum, apresentou um indice médio de
hiperplasia de 21,12% com IC de 95%, variando 17,26% a 25,01%;

O valor de P para os dados acima foi <0,0001.

Para confirmagao desses dados foi realizado o teste de Tukey (Figura 6), que
confirmou o efeito a favor do cilostazol quando comparado ao soro fisiolégico com
media de 19,53 com IC 95% variando de 13,94 a 25,12 e P < 0,0001, e quando
comparado ao Allium sativum o P foi igual a 0,0928 com media de -4,92 com IC 95%
variando de -10,50 a 0,07. Conformou também superioridade do Allium sativum ao
soro fisiolégico com P < 0,0001 e media de 14,61 com IC 95% variando de 9,03 a
20,20.

Sendo assim o Allium sativum e o Cilostazol foram capazes de inibir a
hiperplasia miointimal em 40,9% e 54,64% (resultado obtido pelo calculo matematico
da regra de trés simples menos 100%), respectivamente, em relagdo ao controle
negativo (Soro Fisioldgico 0,9%), demonstrando, assim, a eficacia de ambas. Apesar
do cilostazol ter sido em numero absoluto, 13,74%, superior ao Allium sativum, nao

ha diferenca estatistica.
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Figura 5 — Média do indice de hiperplasia miointimal

Hiperplasia miointimal

50 C
Soro fisiolégico
40- _* Cilostazol
—Cola A Allium sativum
301 T .
° S
20- ALl L
L N ANOVA One-Way
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p < 0,0001
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SF 0,9%: meédia 35.74% Cl 95% 31.76% a 39.71%
Cilostazol: média 16.21% Cl1 95% 13.36% a 19.05%
A. sativum: média 21.12% Cl1 95% 17.23% a 25.01%

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

Figura 6 — Teste de Tukey da hiperplasia miointimal
Intervalo de confianga de 95% (Tukey)

: e Diferenca de média
Cilostazol - Allium sativum= —e—i entre os grupos

Soro fisiolégico - Allium sativum- ——
: ANOVA One-Way:

P <0,0001

Soro fisioldgico - Cilostazol+ —e—

I
-20 -10 0 10 20 30
Diferenga de média entre os grupos

Cilostazol - Allium sativum: média 4,92 IC 95% (-10,50 a 0,07) P =0,0928
Soro fisiolégico 0,9% - A. sativum: média 14,61 IC 95% (9,03 a 20,20) P <0,0001
Soro fisiolégico 0,9% - Cilostazol : média 19,53 IC 95% (13,94 a 25,12) P <0,0001

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

Nos resultados morfologicos, pode-se observar que ndo houve uma

padronizagdo da hiperplasia miointimal, pois em alguns animais ocorreu hiperplasia
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s6 da camada intima caracterizada por sua elevagdo com invasao para a luz do
vaso e a presencga de células espumosas sem invasao muscular (Figuras 7, 12 e 17)
e em outros com invasao muscular (Figuras 14 e 15). Alguns animais apresentaram
modificagdes s6 na camada muscular (média), tendo sido poupada a camada intima
arterial; essas modificagbes caracterizaram-se por deposi¢cao de calcio em diferentes
niveis (Figuras 8, 9 e 16).

Figura 7 — Hiperplasia da intima isolada

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Barra azul demostra a hiperplasia, Setas amarelas demonstram as células espumosas, a
camada muscular esta corada em vinho, a adventicia demonstrada pela linha verde com as
fibras coldgenas em ton azulado. Nucleos celulares em preto. Corte transversal - Masson
10x — Escala 1/10 mm. Allium sativum (animal 14)

Células espumosas sdo macréfagos que fagocitaram colesterol LDL oxidado e o acumula em
grande quantidade em seu citoplasma.
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Figura 8 — Calcificagdes na camada média

-m,# S v . alie S iy
Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Setas azuis demonstram calcificagdes. Seta branca mostra muscular normal (em vinho).
Reta azul mostra area de hiperplasia miointimal e a verde a cama adventicia com fibras
colagenas em ton azulado. Nucleos em preto. Acima das estruturas € a luz do vaso. Corte
transversal - Masson 10x - Escala 1/10 mm. Cilostazol (animal 33)
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Figura 9 — Calcificag6es na camada meédia (externamente)
- \ ' * b

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Setas azuis demonstram calcificagbes na camada muscular desestruturando-a. Seta branca
mostra muscular normal, reta azul area de hiperplasia miointimal. a camada adventicia
estd esgarcada a direita da muscular. Corte transversal - Masson 4x — Escala 2/10 mm.
Allium sativum (animal13)

4.1.3 Variaveis secundarias

Considerando a area de invasao ou modificacdo em células musculares na
camada miointimal, caracterizada pelo marcador imunoistoquimico HHF35

monoclonal, obteve-se os seguintes resultados:

* grupo controle negativo, Soro Fisiologico teve uma média de 8,35 pm? com
IC de 95% variando 5,74 a 10,96 ym?;

* grupo controle positivo, Cilostazol, teve uma média de 14,47 um?com IC
de 95% variando 8,06 a 20,88 pm?;

* grupo tratado, Allium sativum, teve uma média de 11,52 um?com IC de
95% variando 7,09 a 15,96 pm?;
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Com P = 0,1387 e Tukey néo significativo (Figura 10).

Figura 10 — Média da area do marcador HHF35 monoclonal
Esteroscopia HHF 35

40-
30—
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e p=0.1387 Tukey ndo significante

SF 0,9% : média 8,351 IC 95% 5,74 a 10,96
Cilostazol: média 14,47 IC 95% 8,06 a 20,88
A sativum: média 11,52 IC 95% 7,09 a 15,96

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

A esteroscopia também foi util, pois como variavel qualitativa ndo poéde ser
caracterizada a diferenca entre os grupos testados (Figura 11).
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Figura 11 — Microfotografias individuais das artérias iliacas externas dos coelhos
em corte transversal. Marcador HHF35 monoclonal. Objetiva 40x

Soro fisiolégico Allium sativum Cilostazol

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Pela area inflamatéria medidada pelo sistema imunolégico  complexo  —
complemento e caracterizada neste estudo pelo marcador imunoistoquimico C4d

policlonal, obteve-se os seguintes resultados:

* grupo controle negativo, Soro Fisiolégico, apresentou uma média de 3,50

pm2 com IC de 95% variando 2,11 a 4,89 pmz;



59

2

* grupo controle positivo, Cilostazol, teve uma média de 3,98 ym*~ com IC

de 95% variando 2,83 a 5,14 pmz;

2

* grupo tratado, Allium sativum, apresentou uma media de 4,16 pm“ com IC

de 95% variando 1,66 a 6,67 um-;

Com P = 0,8295 e Tukey néo significativo (Figura 12).

Figura 12 — Média da area do marcador C4d policlonal
Esteroscopia C4d
15=-

2
& W

P= 0,8295 Tukey n&o significativo

SF 0,9% : média 3,50 um? IC 95% (2,11 a 4,89 um?)
Cilostazol: média 3,98 um? IC 95% (2,83 a 5,14 um?)
Allium sativum: média 4,16 um? IC 95% (1,66 a 6,67 um?)

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.
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Figura 13 — Microfotografias individuais das artérias iliacas externas dos coelhos
em corte transversal. Marcador C4d policlonal. Objetiva 40x

Soro fisiologico 0,9% Allium sativum Cilostazol

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Ao observar o marcador imunoistoquimico C4d, nao foi possivel determinar
uma padronizagao inflamatéria na camada intima (Figura 13), haja vista ter tido

animais que tiveram hiperplasia da intima sem reacao inflamatéria pelo sistema
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complemento (Figura 14) e outros com inflamagéao (Figura 15). Considerando o
marcador imunoistoquimico HHF35 monoclonal para células musculares, também
nao houve um padrdo de hiperplasia miointimal, pois observou-se animais com
hiperplasia com invasao ou metaplasia muscular na intima vascular (Figuras 16 e
17) como também sem alteragdo muscular (Figura 19); com o HHF35 monoclonal,

pbde- se observar melhor a deposigédo de calcio na camada média (Figura 18).

Figura 14 - Hiperplasia sem inflamagao ativa na intima

Notas: Seta amarela mostra célula espumosa, setas laranjas apontam para a membrana limitante
elastica interna e a reta azula a hiperplasia. Fibras elasticas sao as ondulagdes em verde
azulado claro. Nulceas em azul escuro. Acima da estrutura é a luz do vaso. Corte transversal
- C4d 40x — Escala 2/100 mm. Allium sativum (animal 06)
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Figura 15 — Hiperplasia com inflamagao ativa na intima

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Setas verdes apontam o C4d positivo (granulagdo marrom). Nucleos em azul. Acima das
estruturas é a luz vascular. Fibras elasticas sao as ondulagbes em verde claro. Corte
transversal - C4d 40x — Escala 2/100 mm. Allium sativum (animal 14)
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Figura 16 — Hiperplasia com invasdo muscular na intima (A)

Fonte: Acervo pessoal do autor.
Notas: Reta azul mostra a hiperplasia e as setas verdes a positividade do HHF35 monoclonal e as
amarelas células espumosas. A reta verde é a adventicia. Os nucleos estdo corados em

preto. Acima das estruturas esta a luz vascular. Corte transversal - HHF35 monoclonal 10x
- Escala 1/10 mm. Allium sativum (animal 14)



64

Figura 17 — Hiperplasia com invasdao muscular na intima (B)

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Setas laranjas mostram a membrana limitante elastica interna (MLEI), as amarelas células
espumosas e as verdes a positividade do HHF35 monoclonal na hiperplasia da intima.
Muscular em marron abaixo da MLEI. Nucleos em preto. Acima das estruturas esta a luz do
vaso. Corte transversal - HHF35 monoclonal 40x — Escala 2/100 mm. Soro Fisiologico 0,9%
(animal47)
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Figura 18 — Substituicao do tecido muscular por calcio (areas azuladas indicadas
pelas setas azuis).

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Nota: Reta azul demonstra a hiperplasia. Nucleos em preto. A camada muscular encontra- se
desestruturada. a luz vascular encontra-se abaixo da estrutura. Corte transversal — HHF35
monoclonal 4x — Escala 2/10 mm. Allium sativum (animal 13)
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Figura 19 — Hiperplasia sem invasao muscular na intima

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Nota: A reta azul demonstra a hiperplasia limitada a intima, mas sem invasdo muscular. A reta verde
amarela demonstra a camada muscular. Abaixo da camada muscular esta a adventicia do
vaso. Os nucleos estdo corados e preto. HHF35 monoclonal 10x - Escala 1/10 mm. Corte
transversal Soro Fisioldgico 0,9% (animal 47)

Quanto a diferenca de média de colesterol total entre os grupos Allium
sativum e Soro Fisiologico 0,9% obteve-se 32,15 mg/dL com IC 95%, variando de -
41,38 a 105, 68 mg/dL. Entre os grupos Cilostazol e Soro Fisiologico 0,9%, a
diferengca de média entre esses grupos foi de -26,75 mg/dL com IC 95% variando de

-100,28 a 46,78 mg/dL. Ja entre os grupos Cilostazol e Allium sativum, a
diferenga de média foi de -58,90 mg/dL com IC 95% de -132,43 a 14,63 mg/dL. O
calculo do ANOVA TWO-WAY teve P= 0,0165, mas com teste de Tukey nao
significante, logo ndo houve diferenga entre os trés grupos, quanto ao colesterol
total (Figura 20). Ver também os valores absolutos na Tabela 2.
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Figura 20 — Estatistica da média de colesterol total entre os grupos
COLESTEROL TOTAL
95% Intervalo de confianga (Tukey)

: e Diferenga de média
Allium sativum - SF 0,9%- ——— entre os grupos

Cilostazol - SF 0,9%- l—0—|
ANOVA 2 WAY: P=0,0165

Cilostazol - Allium sativum- —e——H

] 1 1
-200 -100 0 100 200 mg/dL
Diferenca de média entre os grupos

Allium sativum - SF 0,9% : M= 32,15 mg/dL IC 95% (-41,38 a 105,68)
Cilostazol - SF 0,9% : M=-26,75 mg/dL IC 95% (-100,28 a 46,78)
Cilostazol - Allium sativum : M= -58,90 mg/dL IC 95% (-132,43 a 14,63)

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

Tabela 2 — Valores absolutos de colesterol total (mg/dL)

Cilostazol Allium sativum Soro Fisiolégico 0,9%
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
46, 30, 48, 36, 48, 50,
32, 34, 36, 49, 35, 59,
31, 29, 23, 36, 194, 97,
44, 34, 80, 43, 37, 39,
37, 33, 39, 39, 35, 38,
39, 50, 30, 29, 45, 41,
37, 46, 44, 28, 28, 28,
42, 26, 20, 82, 25, 34,
24, 29, 897, 228, 40, 31,

40 28, 62, 40, 302, 40

Média 35,55 (IC 95% 31,72 a 39,38) 94,45 (IC 95% -23,41 a 212,3) 62,30 (IC 95% 25,55 a 99,05)

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

A diferengca de média de colesterol HDL entre os grupos Allium sativum e
Soro Fisiolégico 0,9% foi de 4,33 mg/dL com IC 95%, variando de -6,68 a 15,32
mg/dL. Entre os grupos Cilostazol e Soro Fisiologico 0,9%, a diferenga de média
entre esses grupos foi de 0,57 mg/dL com IC 95%, variando de -10,42 a 11,56
mg/dL. J& entre os grupos Cilostazol e Allium sativum, a diferenca de média foi de -
3,76 mg/dL com IC 95% de -14,75 a 7,24 mg/dL. O célculo do ANOVA TWO-WAY
teve P= 0,0199, porém o teste de Tukey ndo demonstrou significancia entre os trés
grupos, como pode ser visto na Figura 21. Os valores absolutos estdo expostos
na Tabela 3.
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Figura 21 — Estatistica da média do HDL entre os grupos
HDL

95% Intervalo de confianga (Tukey)

e Diferenca de média
entre os grupos

Allium sativum - SF 0,9%-

Cilostazol - SF 0,9% b *

ANOVA 2 WAY: P=0,0199

Cilostazol - Allium sativum= k .

20 10 0 10 20 mgldL
Diferenga de média entre os grupos

Allium sativum - SF 0,9% : M= 4,33 mg/dL IC 95% (-6,67 a 15,32)
Cilostazol - SF 0,9% :M=0,57 mg/dL IC 95% (-10,42 a 11,56)
Cilostazol - Allium sativum : M= -3,76 mg/dL IC 95% (-14,75 a 7,24)

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

Tabela 3 — Valores absolutos do HDL

Cilostazol Allium sativum Soro Fisiolégico 0,9%
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
26,5 25,1 32,8 23,8 20,7 26,7
20,0 17,7 21,6 19,8 21,3 6,6
26,0 18,5 9,6 16,9 3,9 5,2
25,7 19,7 12,0 17,4 21,3 18,5
28,7 21,3 10,1 9,8 22,4 18,3
17,0 15,6 28,1 18,0 20,8 14,5
25,4 25,3 24.8 16,4 21,3 14,7
21,4 19,3 12,5 0,9 22,6 14,6
13,2 18,5 133,0 40,6 23,2 14,7
21,3 9,7 25,1 17,8 69,2 24,0

Média 20,80 (IC 95% 17,91 a 23,68) 24,55 (IC 95% 8,23 a 40,88) 20,23 (IC 95% 12,65 a 27,80)
Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

A diferengca de média de colesterol LDL entre os grupos Allium sativum e Soro
Fisiolégico 0,9% foi de 29,31 mg/dL com IC 95%, variando de -32,37 a 90,98 mg/dL.
Entre os grupos Cilostazol e Soro Fisiologico 0,9%, a diferenga de média entre
esses grupos foi de -13,93 mg/dL com IC 95%, variando de -75,60 a 47,75 mg/dL. Ja
entre os grupos Cilostazol e Allium sativum, a diferenca de média foi de -43,23
mg/dL com IC 95% de -104,90 a 18,44 mg/dL. O calculo do ANOVA TWO-WAY teve
P= 0,0124, porém o teste comprovatorio de Tukey n&o demonstrou significancia
entre os trés grupos, como pode ser visto na Figura 22. Os valores absolutos
estdo expostos na Tabela 4.
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Figura 22 — Estatistica da média do LDL entre os grupos
LDL

95% Intervalo de confianga (Tukey)

o Diferenca de média
entre os grupos

Allium sativum - SF 0,9%+ b

Cilostazol - SF 0,9%+ ! 1 ANOVA 2 WAY: P=0,0124

Cilostazol - Allium sativum- : . —

T T T 1
-150 -100 -50 0 50 100 mg/dL

Diferenga de média entre os grupos

Allium sativum - SF 0,9% : M= 29,31 mg/dL IC 95% (-32,37 a 90,98)
Cilostazol - SF 0,9% : M=-13,93 mg/dL IC 95% (-75,60 a 47,75)
Cilostazol - Allium sativum : M= -43,23 mg/dL IC 95% (-104,90 a 18,44)

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

Tabela 4 — Valores absolutos do LDL

Cilostazol Allium sativum Soro Fisiolégico 0,9%
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
6,0 12,5 1,0 -1,6 8,9 12,1
6,0 8,1 2,0 16,0 3,0 7,6
-2,0 -3,5 3,0 6,5 3,1 38,0
-4,0 -5,7 -12,8 16,2 4,0 7,7
1,0 3,3 -19,0 8,6 3,0 4.7
0,0 19,6 -7,0 -1,2 14,0 13,3
7,0 -6,5 7,0 0,0 -2,0 -31,1
7,0 -5,5 -6,0 -59,3 -6,0 9,2
1,0 -3,5 749,4 178,8 5,0 5,3
6,0 -3,1 22,5 4,2 213,2 9,2

Média 2,18 (IC 95% -1,38 a 5,75) @ 45,42 (IC 95% -60,20 a 151) 16,11 (IC 95% -8,75 a 40,97)
Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

Quanto a diferengca de média de VLDL entre os grupos Allium sativum e Soro
Fisiologico 0,9%, Cilostazol e Soro Fisiolégico 0,9%; e Cilostazol e Allium sativum
foram infinito positivo com calculo de ANOVA TWO-WAY com P= 0,1755, logo nao
houve diferenga entre os grupos, quanto ao colesterol VLDL (Figura 23). O teste
de Tukey nado cabe, haja vista o ANOVA ja nao ter sido significante. Os valores

absolutos do VLDL estiao na Tabela 5.
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Figura 23 — Estatistica da média do VLDL entre os grupos

VLDL colesterol

100 e
® Soro Fisiolégico 0,9%
80+ i m  Cilostazol
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Soro Fisiolégico 0,9% vs. Cilostazol =5,37 IC 95% (-10,32 a 21,06)
Soro Fisiolégico 0,9% vs. Allium sativum = -5,94 1C 95% (-21.63 a 9,75)
Cilostazol vs. Allium sativum =-11,311C 95% (-27 a 4,38)
Fonte: Autor. Dados da pesquisa.
Tabela 5 — Valores absolutos do VLDL
Cilostazol Allium sativum Soro Fisiolégico 0,9%
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
13,2 17,4 14,2 13,8 18,4 12,2
6,2 8,2 12,8 13,2 11,2 44,8
7,2 14,0 11,0 12,6 71,4 53,8
22,2 20,0 80,8 9,4 11,4 12,8
7.4 8,4 48,4 20,6 10,0 15,0
22,6 14,8 8,6 12,2 10,0 13,2
4.8 27,2 12,2 11,6 9,0 14,6
13,6 12,2 14,0 140,4 9,0 11,0
10,2 1,4 14,6 8,6 14,2 7,8
12,8 21,4 14,4 18,0 12,8 10,0

Média 13,26 (IC 95% 9,52 a 17) 24,57 (IC 95% 8,94 a 40,20) 18,63 (IC 95% 6,96 a 30,30)
Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

Ja diferenga de média de triglicerideos entre os grupos Allium sativum e Soro
Fisiolégico 0,9% foi de 21,60 mg/dL com IC 95%, variando de -58,97 a 102,17
mg/dL. Entre os grupos Cilostazol e Soro Fisiologico 0,9%, a diferenga de média
entre esses grupos foi de -34,95 mg/dL com IC 95% variando de -115,52 a 45,62
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mg/dL. J& entre os grupos Cilostazol e Allium sativum, a diferenca de média foi de -
56,55 mg/dL com IC 95% de -137,12 a 24,02 mg/dL. O caculo do ANOVA TWO-
WAY teve P= 0,2013 e com teste de Tukey ndo significante, logo ndo houve
diferenga entre os trés grupos (Figura 24). Os valores absolutos estao na Tabela 6.

Figura 24 — Estatistica da média do triglicerideos entre os grupos

TRIGLICERIDEOS

95% Intervalo de confianga (Tukey)

o Diferenca de média

Allium sativum - SF 0,9%- I | entre os grupos

Cilostazol - SF 0,9%+

ANOVA 2 WAY: P=0,2013

[

Cilostazol - Allium sativum= b

1 l 1 1
-200 -100 0 100 200 mg/dL
Diferenga de média entre os grupos

Allium sativum - SF 0,9% : M= 21,60 mg/dL IC 95% (-58,97 a 102,17)
Cilostazol - SF 0,9% : M=-34,95 mg/dL IC 95% (-115,52 a 45,62)
Cilostazol - Allium sativum : M= -56,55 mg/dL IC 95% (-137,12 a 24,02)

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

Tabela 6 — Valores absolutos do triglicerideos

Cilostazol Allium sativum Soro Fisiolégico 0,9%
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
66, 87, 71, 69, 92, 61,
31, 41, 64, 66, 56, 224,
36, 70, 55, 63, 353, 269,
111, 100, 404, 47, 57, 64,
37, 42, 242, 103, 50, 75,
113, 74, 43, 61, 50, 66,
24, 136, 61, 58, 43, 222,
68, 61, 70, 702, 45, 51,
51, 7, 73, 43, 60, 55,
64, 107, 72, 90, 98, 34,

Média 66,30 (IC 95% 47,61 a 84,99) | 122,9 (IC 95% 44,68 a 201) 101,3 (IC 95% 43,77 a 158,7)

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

4.1.4 Dados Complementares

Apesar de ter ocorrido duas complicacbes como demonstradas na Tabela
7, ndo houve diferenga significantiva entre os grupos estudos.
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P no x* Cilostazol Allium Soro fisiolégico
n=10 sativum 0,9%
n=10 n=10

Isquemia de 0,1328 00 0% 01 10% 03 30%
membro
Perda de 0,1328 00 0% 01 10% 03 30%
membro
Morte - 00 0% 00 0% 00 0%
Hematoma - 00 0% 00 0% 00 0%

e/ou equimose

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

Observou-se infeccdo em todos os grupos, porém com P= 0,7494, logo nao

significativo entre os grupos (Tabela 8).

Tabela 8 — Infecgao

X? Cilostazol Allium sativum Soro fisiolégico 0,9%

P=0,7494 n=10 n=10 n=10

n 1 1 2

Bactéria isolada Enterobacter Bastonetes gram Proteus mirabilis
cloacae positivos da pele
+Pseudomonas norma Citobacter diversus
aeruginosa

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

A diferenca de média de peso dos animais entre os grupos Allium sativum e
Soro Fisiologico 0,9% foi de 194,08 g com IC 95%, variando de 97,29 a 290,87 g.
Entre os grupos Cilostazol e Soro Fisiolégico 0,9%, foi de 46,98 g com IC 95%,

variando de -49,81 a 143,77 g. Ja entre os grupos Cilostazol e Allium sativum, a
diferengca de média foi de -147,10 g com IC de 95% variando de -243,89 a -50,31 g.
O ANOVA TWO-WAY demonstrou P < 0,001 e o teste de Tukey demonstrou

diferenca entre os grupos (Figura 25):

1. Allium Sativum e Soro Fisiologico 0,9%, com significancia para o grupo

Soro Fisiolégico; e

2. Cilostazol e Allium sativum, com significancia para o grupo Cilostazol.



Figura 25 — Estatistica da média do peso dos coelhos entre os grupos

PESO DOS ANIMAIS
95% Intervalo de confianga (Tukey)

: e Diferenca de média
Allium sativum - SF 0,9%- —e— entre 0s grupos

Cilostazol - SF 0,9%- ——e—
ANOVA TWO-WAY: P < 0,0001

Cilostazol - Allium sativum- —e—

-400 -2:)0 (I) 260 4(I)0 g

Diferenga de média entre os grupos
Allium sativum - SF 0,9% : M= 194,08 g IC 95% (97,29 a 290,87) P < 0,0001
Cilostazol - SF 09% :M= 46,98 g IC 95% (-49,82 a 143,77) P = 0,4843
Cilostazol - Allium sativum : M=-147,10g IC 95%(-243,89 a -50,31) P = 0,0013

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.
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Quanto ao efeito das substancias testadas no figado foi obtido um P = 0,5853

para a presenca de esteatose em todos os grupos, com média de frequéncia de

esteatose hepatica de 5 (cinco) para o grupo SF 0,9% com IC 95%, variando de -
58,53 a 68,53; média de frequéncia de esteatose hepatica de 5 (cinco) para o grupo

Cilostazol com IC 95%, variando de -45,82 a 55,82; e também uma média de

frequéncia de esteatose hepatica de 5 (cinco) para o grupo Allium sativum com

95%, variando de -45,82 a 55,82; como pode ser observado nas Figuras 26 e

30. Além disso, todos as pegas mantiveram a estrutura lobar do figado.

IC
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Figura 26 — Estatistica da frequéncia de esteatose hepatica

Esteatose
100+
e SFO0,9%
T - - m Cilostazol
8 507 Allium sativum
<
§ 0- ¢ i
Q
2 1 1 P =0.5853
=50+ 1
-100 T T T
SF 0,9% Cilostazol Allium sativum
SF 0,9%: 51C 95% (-58,53 a 68,53)

Cilostazol: 5 1C 95% (-45,82 a 55,82)
Allium sativum : 5 1C 95% (-45,82 a 55,82)

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

O figado dos animais teve uma média de frequéncia de colangite de 5 (cinco)
para o grupo SF 0,9% com IC de 95% variando de -7,70 a 17,71; uma média de
frequéncia de colangite de 5 (cinco) para o grupo Cilostazol com IC 95% de 5; e o
grupo Allium sativum teve uma meédia de frequéncia de colangite também de 5
(cinco) sendo o IC 95% variando de -20,41 a 30,41. O P foi igual a 0,6592.
(Figuras 27 e 31)
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Figura 27 — Estatistica da frequéncia de colangite nos animais

Colangite
40-
_ e SFO0,9%
i ®  Cilostazol

8 &8 Allium sativum
L
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3 P =0.6592
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SF 0,9% Cilostazol Allium sativum
SF 0,9%: 51C95% (-7,70 a 17,71)
Cilostazol: 51C 95% (5)

Allium sativum : 5 1C 95% (-20,41 a 30,41)

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.

Ainda avaliando o figado dos animais, observou-se uma média de frequéncia
de infiltrado portal de 5 (cinco) para o grupo SF 0,9% com IC de 95%, variando de
3,59 a 6,41; uma média de frequéncia de infiltrado portal de 5 (cinco) para o grupo
Cilostazol com IC de 95% de 0,76 a 9,24; e o grupo Allium sativum teve uma média
de frequéncia de infiltrado portal também de 5 (cinco), sendo o IC 95%, variando de
2,18 a 7,82. O P foi igual a 0,6211. (Figuras 28, 32 e 34)
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Figura 28 — Estatistica da frequéncia de infiltrado portal nos animais
Infiltrado portal
10+

= e SF0,9%
8- m  Cilostazol
8 Allium sativum
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SF 0,9% Cilostazol Allium sativum
SF 0,9%: 51C 95% (3,59 a 6,41)
Cilostazol: 51C 95% (0,76 a 9,24)

Allium sativum: 5 I1C 95% (2,18 a 7,82)

Fonte: Autor. Dados da pesquisa.
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Figura 29 — Figado normal

Fonte: Acervo pessoal do autor.
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Figura 30 — Esteatose hepatica.

v [ ‘ ¢ "
Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Macrofagos com lipides (setas pretas), ducto bilar (seta verde), hemacias (seta ciano),
hepatécitos em vermelho claro e seu nucleos em vermelho escuro. - HE 10x - Escala 1/10
mm. Cilostazol (animal 50)
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Figura 31 — Infiltrado portal e colangite (A)

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Ductos biliares (setas verdes), veia hepatica (seta azul), artéria hepatica (seta amarela).
Coloragdo HE 40x. Setas azuis mondcitos, setas verdes eosindfilos e setas amarelas
linfécitos — Escala 2/100 mm. Soro Fisiolégico 0,9% (animal 16)
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Figura 32 — Infiltrado portal e colangite

g »
Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Ductos biliares (setas verdes), veia hepatica (seta azul), artéria hepatica (seta amarela). Seta
preta demonstra o infiltrado intersticial em branco. Hepatdcitos em vermelho claro, ndcleo dos
hepatdcitos em vermelho escuro HE 10x — Escala 1/10 mm. Soro fisiolégico 0,9% (animal 16)
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Fonte: Acervo pessal do autor.

Notas: Ducto biliar (seta verde), veia central lobular (seta laranja), infiltrado intersticial (setas
pretas). HE 10x — Escala 1/10 mm. Allium sativum (animal14)
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Figura 34 — Isolamento da camasl:intima imp

ossibilitado - Fibras elasticas em preto

N

.
.

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Notas: Reta verde demonstra a cama adventicia do vaso e a azul o complexo miointimal. Fibras
colagenas em marron avermelhado. Acima das estruturas estd a luz vascular. Corte
transversal — Coloracao Verhoeff 10x. Escala 1/10 mm. Soro Fisiologico 0,9% (animal 12)
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5 DISCUSSAO

O resultado da pesquisa foi satisfatorio, pois o grupo testado, Allium sativum,
foi, estatisticamente, semelhante ao grupo controle positivo, Cilostazol. E os dois
grupos Allium sativum e Cilostazol, foram, estatisticamente, superiores ao grupo
controle negative, Soro Fisiolégico 0,9%.

A escolha do cilostazol como controle foi decorrente ao seu efeito superior ao
acido acetilsalicilico como demonstrado por Plate (1989), Qian (2013) e Lin (2014)
(LIN et al., 2014; PLATE et al., 1989; QIAN; BI, 2013) e por o clopidogrel ndo ser
tdo eficaz e necessitar do uso concomitante com o Cilostazol como mostrado no
trabalho de Maruyama (2013) (MARUYAMA et al., 2013), além do fato do paclitaxel,
para fins de inibicdo de hiperplasia miointimal, dever ser aplicado topicamente no
local alvo por meio de stent como visto nos trabalhos de Axel (1997) e Herdeg
(2000) (AXEL et al., 1997; HERDEG et al., 2000) ou baldo como no trabalho de
Yasuda (2002) (YASUDA, S. et al., 2002).

O Allium sativum foi escolhido como teste do estudo para inibir a hiperplasia
miointimal, pois segundo Efendy (1997), Campbell (2001), Kwon (2003) e Yamuiji
(2004), ele apresenta efeito antiaterosclerético; Conforme Lau (2001) e Kwon (2003)
o Allium sativum apresenta efeito hipocolesterolémico; em adigdo, Borek (2001)
relata efeitos antitumoral, anti-inflamatério e antioxidante. Logo, havia grande
possibilidade do Allium sativum também atuar, favoravelmente, na inibicdo da
hiperplasia miointimal. A concentracdo de 800 pg/kg foi escolhida para ser a
concentragao do produto teste nesta pesquisa, pois Efendy et al. (1997), com essa
concentracdo de extrato bruto de alho, conseguiu inibir o desenvolvimento de
camadas de gordura e o acumulo de colesterol na parede dos vasos, protegendo- os
contra o aparecimento da aterosclerose. O fato de ter sido utilizado o Allium
sativum, in natura, foi devido ao trabalho de Borek (BOREK, 2001) onde ele
percebeu que o allicin, um componente do Allium sativum, é instavel quando em
solugédo, pois é o organossulfurico lipossoluvel volatil. Sendo assim, tentou-se
manter o maximo das substancias ativas do Allium sativum.

Foram escolhidos coelhos para a pesquisa, pois segundo a pesquisa de
Ferrer et al. (2010) o coelho é um animal valido como modelo aterogénico e para
injuria vascular; ja no trabalho de Takagi et al. (1997) foi comprovado que a
hiperplasia, que ocorre em coelhos WHHL, &€ semelhante a que ocorre nas



84

coronarias humanas; e na pesquisa de Yla-Herttuala et al. (1994) foi
demonstrado que tanto em coelhos como em humanos ha um padrdo comum
de reacado inflamatéria do sistema complemento. Os coelhos fémeas foram
escolhidos por serem mais déceis e faceis de serem manipulados que os machos.
Além de poderem ficar mais de uma numa mesma gaiola, ganhando-se espago no
laboratério; uma vez que, pela literatura, ndo ha diferenga no uso entre coelhos
fémeas e machos para este tipo de estudo, como nos trabalhos de (FERRER et
al., 2010; GUZELOGLU et al., 2012; PLATE et al., 1989; VAN CRAEYVELD et al.,
2012), além de haver trabalhos semelhantes, que também utilizaram fémeas, como
pode ser visto nos trabalhos de Efendy et al. (1997), Campbell et al. (2001),
Nogueira (2012) e Rolim (2012).

Escolhou-se gema de ovo para provocar aterosclerose nos coelhos fémeas,
porque nos trabalhos de Srilatha (SRILATHA et al., 1997) e dos Santos (SANTOS,
2008) foi demonstrado um método barato e eficaz. Esse fato também foi confirmado
nas dissertagdes de Nogueira (NOGUEIRA, 2012) e Rolim (ROLIM, 2012).

O n populacional da pesquisa (numero de individuos) foi adequado como
pode ser visto nos trabalhos relacionados ao assunto (ALESSI et al., 2010;
BAUMGARTNER, 1973; BORJA et al, 2013; BRASSELET et al., 2008;
CORTELEKOGLU et al.,, 2006; FERRER et al., 2010; HERDEG et al., 2000;
KNOPFHOLZ et al., 2006; KWON et al., 2003; LAFONT et al., 1995; LIDDELL et
al., 2005; NOGUEIRA, 2012; PLATE et al., 1989; ROLIM, 2012; SANTOS, 2008;
SRILATHA et al., 1997; STADIUS et al., 1994; WAKSMAN et al., 2008; YASUDA,
S. et al., 2002) e pelo proprio calculo realizado com a calculadora on line LEE; como
também o teste estatistico foi adequado, haja vista o ANOVA TWO WAY ser usado
para variaveis continuas temporais e ONE WAY para as variaveis continuas
transversais, além do teste de Tukey ter sido utilizado para os dados quantitativos
(variaveis continuas) devido haver mais de um grupo com diferentes produtos
(GUZELOGLU et al., 2012; NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012) e o teste do Qui-
quadrado para as os dados qualitativos (variaveis categéricas nominais) (DORIA
FILHO, 1999; DOUGLAS JR. et al., 2005; FLETCHER, R.; FLETCHER, S., 2011;
HULLEY et al., 2008).

A avaliagdo ultrassonografica prévia das artérias iliacas, descrita na literatura
por Ferrer et al. (2010), poderia ter sido utilizada para a determinagdo do diametro
do baldo a ser usado para provocar a injuria do endotélio, mas aparelho de
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ultrassonografia ndo era disponivel e o diametro do baldo, que se utilizou era seguro
e eficaz segundo o proprio Ferrer, Gellman, entre outros (FERRER et al., 2010;
GELLMAN et al., 1991; KNOPFHOLZ et al., 2006; LAFONT et al., 1995). Apesar de

ter havido complicacbes isquémicas distais, inerentes ao proprio
procedimento cirurgico, a técnica descrita na literatura é com ligadura do vaso (porta
de entrada do cateter baldo) e ndo, com arteriorrafia (sutura da abertura da luz
vascular) (BAUMGARTNER, 1973; GELLMAN et al., 1991; KNOPFHOLZ et al.,
2006; LIDDELL et al., 2005; NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012; STADIUS et al.,
1994; TAKAGI et al., 1997).

O presente estudo focou a hiperplasia miointimal, assim como os trabalhos de
Lafont, Gellman, Nogueira e Rolim (GELLMAN et al., 1991; LAFONT et al., 1995;
NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012), nao se detendo ao perfil lipidico; mas se fosse
considerada como variavel primaria o perfil lipidico da populagédo estudada, dever-
se-ia ter mantido a dieta hipercolesterolémica durante todo o experimento, como
fizeram Efendy et al. (1997) e Campbell et al. (2001); pois a parada da dieta apés a
angioplastia favoreceu a normalizagdo do perfil lipidico dos animais, conforme foi
percebido nesta tese.

Wissowzky (1876) utilizou a eosina, a qual cora o citoplasma de rosa claro e
o tecido colageno em rosa escuro. Adicionalmente, a hematoxilina da uma coloragéo
violacea ao nucleo celular. Verhoeff (1908) determinou uma coloragdo especifica
para as fibras elasticas, diferenciando-as dos tecidos vizinhos; onde as fibras
elasticas se coram em preto (Figura 34). Utilizou-se essa coloragao no intuito de
tentar delimitar s6 a camada intima do vaso, porém nao se teve sucesso (Figura
34); entdo, realizou-se o estudo da camada miointimal, que inclui as duas
camadas alvos da hiperplasia. Masson (1929) desenvolveu um corante tricrdbmico
onde os nucleos ficam corados em azul escuro ou preto, os musculos e
citoplasma das células em vermelho e o colageno e a cartilagem em azul. Essa
coloracéo facilitou determinar as calcificagbes se destacando em azul, na camada
muscular, em vermelho.

Realizou-se o estudo imuno-histoquimico das pe¢cas com HHF35 monoclonal
(ALESSI et al., 2010; ASADA et al., 1996; HIRSCH; KARNOVSKY, 1991;
STADIUS et al., 1994; TSUKADA et al., 1987) e o C4d policlonal (COHEN et al.,
2012; DE SERRE et al., 2008) para tentar estabelecer o padrao de agao do Allium

sativum, haja vista o primeiro ser um marcador para células musculares e o C4d
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para processo inflamatério, mediado pelo complexo complemento, uma vez que no
trabalho de Yla-Herttuala et al. (1994) demonstrou-se agdo do sistema
complemento nas lesbes ateroscleréticas e no trabalho de Tsai et al. (2008),
identificou-se uma atividade inibitéria do p38 pelo cilostazol e como a inibigdo do
p38 esta sendo associado a possiveis efeitos terapéuticos nas doencas auto-
imunes e processos inflamatérios (GOLDSTEIN; GABRIEL, 2005); foi testado o
efeito do Allium sativum no processo inflamatério, mediado pelo complemento, por
meio do marcador C4d. Mas, em todos os animais, ndo houve diferenca estatistica
quanto a invasao muscular na intima como também ao processo inflamatorio,
mediado pelo complexo complemento na parede miointimal. Logo, o presente estudo
nao foi capaz de caracterizar como ocorreu a inibicdo ou diminuicdo da hiperplasia
miointimal, haja vista ndo ter havido nem inibicdo da invasdo muscular nem
diminuicdo do processo inflamatorio, pelo uso do Allium sativum, nem pelo
Cilostazol, estatisticamente, significante.

Entretanto, ha 4 (quarto) pilares na biopatologia da hiperplasia miointimal,
como descreve Davies (2007), que sao: formagéao de infiltrado inflamatério, ativagao
das células adventiciais, lesdo da célula endotelial e lesdo da camada muscular lisa;
ja os niveis elevados de LDL oxadado que ocorre na aterosclerose pode ser um
iniciador ou agravante da hiperplasia como referendado nos trabalhos de Cox e
Yamaji (COX et al., 1991; YAMAJI et al., 2004), pois esses autores demonstram que
o LDL oxidado é fagocitado pelos macréfagos e se transformam em células
espumosas, que por sua vez iniciam ou perpertuam processos inflamatorios locais,
sendo esses estimuladores de células progenitoras presents nas trés camadas
vasculares, a saber: intima, média (ou muscular) e adventicia. Assim sendo, o
Allium sativum pode ter atuado nos 2 (dois) primeiros pilares e na inibigdo da
oxidacao do LDL intracelular, pois a lesdo endotelial e da camada muscular foi feito,
artificialemtne, por meio de angioplastia por baldo. A atuacdo contra a formagao
do infiltrado inflamatdrio e ativagdo das células adventiciais pode ter ocorrido devido
ao efeito anti-inflamatério e antitumoral do Allium sativum descrito por Borek (2001),
haja vista se esses fatores ndo forem inibidos ocorre ativagdo de células
progenitoras que ocasionam a hiperplasia, como demonstrado no trabalho de
Davies (2007); e também por seu efeito anti-oxidante por meio de seus compostos
lipossoluveis: sulfido diallil, sulfido triallil, dissulfido diallil e polissulfido diallil, e o
fendlico allixin como descritos no trabalho de Borek (2001). Adicionalmente, o Allium
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sativum pode ter atuado no metabolismo do colesterol, pois segundo Kwon et al.
(2003) o alho inibe a atividade da CETP que, por conseguinte, eleva o HDL e
diminiu a transformacdo do LDL em LDL oxidado.

Na avaliagcdo morfométrica, como pode ser observado nas Figuras 4, 7-9 e
14- 19, ndo houve um padrao de hiperplasia entre os grupos, pois alguns animais
tiveram hiperplasia da camada média com desarranjo das células musculares e
deposicao de calcio (Figuras 8, 9 e 18); outros s6 tiveram alteragdo da intima
como estratificagdo da camada intima (Figura 19) e invasdo muscular (Figuras 16
e 17); e outros nas duas camadas, que fala a favor de haver varios mecanismos
responsaveis pela hiperplasia miointimal; mesmo tendo ocorrido apenas dois
mecanismos de indugéo, que foram a dieta hipercolesterolémica e a injuria endotelial
(por baldo). Porém, esses achados se assemelham com os dados obtidos por
Davies (2007), que afirma que a distribuicado da hiperplasia pode ser da intima,
difuso, focal ou dentro do corpo do vaso; e no trabalho de Van Craeyveld et al.
(2012) e Lafont et al. (1995) onde ele constatou que as alteragdes principais da
aterosclerose e hiperplasia ocorreram na realidade, nas camadas profundas do
vaso (meédia) e ndo, na intima dele. O Allium sativum e o Cilostazol foram capazes
de inibir a hiperplasia miointimal em 40,9% e 54,64%, respectivamente, em
relagdo ao controle negativo (Soro Fisiolégico 0,9%), demonstrando, assim, a
eficacia de ambos. Apesar do cilostazol ter sido em numero absoluto, 13,74%,
superior ao Allium sativum; deve ser lembrado que o Ciostazol € uma droga que ja
€ o principio ativo e nesta pesquisa, apesar de ter sido utilizado uma planta
(BLOCK, 2010) in natura, sem isolamento do seu principio ativo, obtive-se resultado,
estatisticamente, semelhante ao controle positivo.

O Allium sativum e o cilostazol ndo foram capazes de diminuir as taxas
lipidicas, contradizendo assim, EI-Sayyad (EL-SAYYAD et al., 2010; RIED; TOBEN;
FAKLER 2013; UENO et al., 2011) onde o Allium sativum é usado para tratamento
da hipercolesterolemia, porém assim como na presente pesquisa, nos trabalho de
Efendy et al. (1997), Campbell et al. (2001) e EI- Sayyad et al. (2010) também néao
houve diferenga nos niveis lipidicos na concentracdo de 800 ug/Kg de peso
corporal, em coelhos. A causa principal desse fato, na presente pesquisa se
deveu, provavelmente, a parada da dieta hipercolesterolémica no dia da angioplastia
da artéria iliaca externa, apesar de que Lafont et al. (1995) também ter parado a
dieta apds a angioplastia; assim sendo, o animal voltou para uma dieta
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balanceada prépria dele e, nos 35 (trinta e cinco) dias de tratamento, o organismo
do animal teve tempo habil de eliminar o excesso de colesterol, haja vista na
literatura, os animais ficavam sem dieta hipercolesterolémica por menos tempo
(GELLMAN et al., 1991); ou segundo as observagdes de Augusti (AUGUSTI;
MATHEW, 1973), de Bordia (BORDIA; VERMA; KHABIA; et al., 1977; ORDIA;
VERMA; VYAS; et al., 1977), de Gebhardt (GEBHARDT, 1993) e de Agarwal e
Steiner (AGARWAL, 1996; STEINER et al., 1996), onde eles s6 observaram a
acado hipolipidémica do alho apds 2 (dois) a 6 (seis) meses da administragao
ininterrupta do Allium sativum; logo, o tempo que utilizamos (35 dias) nao foi
suficiente para observar tal efeito hipolipidémico, o que também foi demonstrado
por Ried, Toben e Fakler (2013).

Houve valores dispersos (outlier) de lipideos entre os animais, até mesmo
num mesmo grupo, mas eles foram mantidos para manter a impacionalidades dos
dados, evitando, assim, manipulagao da pesquisa. Além disso, os testes estatisticos
ja levam em consideragao os valores ao acaso.

Os coelhos, que evoluiram com isquemia e perda do membro, pos-
angioplastia,decorreram, provavelmente, de uma ligadura alta da artéria femoral,
comprometendo assim, as vias colaterais, pois na passagem do baldo por via
retrogada (contraria ao fluxo sanguineo) para a artéria iliaca esgagou a arteriotomia,
sendo necessario tal procedimento. (Tabela 7).

As infecgbes relatadas ndo comprometeram a pesquisa, haja vista, terem se
limitado a pele no local da incisao e o vaso alvo ficava intracavitario. (Tabela 8)

Com relagédo ao peso dos animais, a diferengca existente entre os grupos
Allium sativum e Soro Fisioloégico 0,9%, sendo significativo para o grupo Soro
Fisiolégico 0,9%, que é o controle negativo; e entre os grupos Cilostazol e Allium
sativum, sendo esse significativo para o grupo Cilostazol, que € o controle positivo,
demostra que o Allium sativum nao influencia nem no ganho nem na perda de peso.
Isso € um dado a mais, pois os trabalhos utilizados nesta pesquisa nao se
preocuparam com este dado. (Figura 25).

Como dados complementares, a realizagdo da histologia hepatica foi feita
assim como nos trabalhos de Kown, dos Santos, Nogueira e Rolim (KWON et al.,
2003; NOGUEIRA, 2012; ROLIM, 2012; SANTOS, 2008), onde o 6rgao alvo foi a
artéria e o figado, o primeiro para saber quanto a aterosclerose e hiperplasia, e o
figado quanto a toxicidade dos produtos testados.



89

Em relagdo a seguranga do Allium sativum, no emprego da inibicdo da
hiperplasia miointimal em animais, tive-se sucesso, pois ndo houve diferenga entre
os trés grupos (Figuras 26 a 28) quanto a esteatose, colangite e infiltrado
portal; todos mantiveram a estrutura lobular do figado (Figuras 30 a 33). Os casos de
esteatose ocorridos, provavelmente, foram decorrentes a prépria dieta
hipercolesterolémica e eliminagédo dos lipideos pelo figado do animal, haja vista o
coelho n&o ser hipercolesterolémico nem sofrer de aterosclerose; ou em decorréncia
do uso dos anestésicos e anti-inflamatorios durante os atos cirurgicos e para conter
a dor pos-cirurgica. Além disso, o Allium sativum tem uma DL50 de 3034 mg/kg e
concentragdo maxima sem efeito colateral de 2200 mg/kg, segundo o trabalho de
Mikail (MIKAIL, 2010) e n&o é contra-indicado em animais prenhos como
demonstrado no trabalho de EI-Sayyad (EL-SAYYAD et al.,, 2010). Assim sendo,
pode-se expandir a pesquisa para outros animais, até mesmo parahumanos.

A presente pesquisa abre caminho para um novo medicamento contra a
hiperplasia miointimal que é a principal causa de falha das angioplastias tanto
coronarianas, levando a reinfartos, como nas periféricas e de falha de enxertos
vasculares, levando a amputag¢des de membros de muitas pessoas, em especial nos
diabéticos. Ele é de facil acesso a populagédo, tanto na disponibilidade quanto ao seu
baixo preco e seguranga. Nao precisa de manipulagdes laboriosas e pode ser
consumido cru. Outro ponto importante € que as medicagcbes atualmente utilizadas
para aquela finalidade, como cilostazol, paclitaxel, acido acetilsalicilico, clopidogrel e
entre outros, sao caras.

Esse produto trara grande impacto econdbmico e social, diminuindo a
populagédo de aposentados por invalidez (amputados e infartados) ao oferecer
grande acessibilidade ao tratamento.

Essa pesquisa serve de base para novas pesquisas, podendo ser utilizada
concentragcdes maiores do Allium sativum, uma vez que nessa dose utilizada e por
se tratar da planta (bulbo) (BLOCK, 2010), ou seja, nao € ainda nem o extrato, pode-
se igualar ao efeito protetor de um medicamento caro para a nossa populagcéo de
terceiro mundo. Assim sendo, pesquisar com o extrato bruto e depois com o
fracionamento do extrato para buscar o seu principio ativo.

Tentar determinar se ha toxicidade com o uso crénico do Allium sativum.

Ou até mesmo realizar uma pesquisa multicéntrica em humanos, haja vista o

Allium sativum ser uma planta segura e ha a necessidade de saber se também
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ocorrera protecado para os vasos contra a hiperplasia miointimal em seres humanos.
6 CONCLUSAO

O Allium sativum tem a mesma eficacia na inibicdo da hiperplasia miointimal
gquando comparado aos coelhos tratados com Cilostazol.

O tempo de administracdo do Allium sativum, nessa pesquisa, nao foi
suficiente para caracterizar o efeito dessa planta sobre o lipidograma dos animais.

A coloracédo Verhoeff ndo € adequada para o isolamento da camada intima
vascular.

O Allium sativum demonstrou ser seguro quanto a toxicidade, pelo método

aqui adotado.
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ANEXO A

Comprovante comité de ética LTF-UFPB

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA :
LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL
CERTIDAO

Jodo Pessoa, 16 de dezembro de 2009
CEPA N°. 0412/09

limo(a). Sr(a).

Pesquisadores: Profa. Paulo Roberto da Silva Lima

Departamento/Setor: LTF

Ref.: A diferenca de frequéncia de hiperplasia intimal pés-angiosplatia na artéria
iliaca de coelhos com aterosclerose experimental tratados com extrato aquoso das
folhas da Moringa oleifera comparados aos tratados com a associagdo AAS-

clopidogrel.

O Comité de Etica em Pesquisa Animal do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
da Universidade Federal da Paraiba, em reunido, ANALISOU e APROVOU a
execugao do projeto acima.

Numero de coelhos: 30
Periodo: dezembro de 09 até junho de 2011.
Atenciosamente,

MU _ @W@am revennidw\

ofa. Dra. Sandra Rodrigues Mascarenhas
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa Animal do LTF/UFPB

LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA « UFPB « CAIXA POSTAL 5009 « CEP 58051-970
JOAO PESSOA « PARAIBA « BRASIL « FAX: (083) 216-7502 - 216-7511
FONE: (083) 216-7173 - 216-7125 « Home Page: http:/Avww.Itf.ufpb.br
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Comprovante comité de ética UNCISAL

]
&
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE ALAGOAS - UNCISAL
Transformada pela lei n° 6.660 de 28 de dezembro de 2005
Campus Governador Lamenha Filho
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/UNCISAL

Rua Jorge de Lima 113, Trapiche da Barra,
Cep 57.010.300 - Maceio-AL.

Protocolo N° 63-A
Titulo: “Espessamento intimal pos-angioplastia na artéria iliaca de coelhos com aterosclerose experimental tratados
com allium sativum”

Pesquisador Responsavel: Paulo Roberto da Silva Lima

Maceio, 03 de junho de 2010

Sr(?). Pesquisador(a),

Conforme deliberagao em plenaria ordinaria do CEP/UNCISAL ocorrida no dia 02/06/10 foi de consenso a
aprovacao de alteragdo de titulo do protocolo n° 63-A, intitulado: “A diferenga de freqiiéncia de hiperplasia intinai
pos-angioplastia na artéria iliaca de coelhos com aterosclerose experimental tratados com extrato aquoso das folhas
da Moringa Oleifera comparados aos tratados com a associagao AAS - clopidogrel’, passando & : Espessamento
intimal pos-angioplastia na artéria iliaca de coelhos com aterosclerose experimental tratados com allium
sativum. podendo a pesquisa ser iniciada.

Nesta oportunidade, lembramos que o pesquisador tem o dever de durante a execugao do experimento,
manter o CEP informado através do envio a cada seis meses, de relatorio consubstanciado acerca da pesquisa, seu
desenvolvimento, bem como qualquer alteragao, problema ou interrupgao da mesma.

Atenciosamente,

Ana LYicka de Gusmao Freire
Vice-Cooxdepadora do CEP/UNCISAL

cep-uncisal@hotmail.com - tel: (82) 3315-6787



ANEXO C

Protocolo Colesterol total

COLESTEROL Liquiform

Instrugoes de Uso

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

[Somente para uso diagndstico in vitro.]

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

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

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

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

Os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase a
colesterol livre e dcidos graxos. O colesterol livre € oxidado pela colesterol
oxidase a colest-4-en-ona e peréxido de hidrogénio. Na presenca de
peroxidase e per6xido de hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina sao
oxidados formando a antipirilquinonimina que tem absortividade méxima
em 500 nm.

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

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

0Os dados de exatidao, repetitividade e reprodutibilidade obtidos com o
sistema Colesterol Liquiform demonstram que o método é capaz de
fornecer resultados que superam as exigéncias do NCEP, fazendo com
que possa ser considerado como bastante seguro para a medigao
confidvel do colesterol total nos niveis de decisdo mais importantes.
Adicionalmente, a comparagdo entre as imprecisées encontradas na
repetitividade e na reprodutibilidade demonstra que o sistema de medigao
¢ bastante robusto nas regioes de concentragées significativas para uso
clinico, indicando um desempenho estével no diaa dia.

0 sistema € composto de um dnico reagente pronto para uso, com
estabilidade que garante desempenho consistente em sua forma liquida
original e manutengdo das condicbes 6timas da reagao.

Ref: 76

MS 10009010068 ’

Colesterol Liquiform possui um sistema clarificador de alta eficiéncia que
elimina as interferéncias positivas produzidas por valores de triglicérides
até 2600 mg/dL.

0 sistema € facilmente aplicdvel em analisadores automaticos e semi-
autométicos capazes de medir uma reagao de ponto final em 500 nm e
pode ser usado para medicdo do colesterol HDL apds precipitagdo
seletivadas LDL e VLDL.

Metodologia . Enzimatico-Trinder.

Reagentes

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

Contém tampdo 50 mmol/L, pH 7,0; fenol 24 mmol/L; colato de sédio
500 pmol/L; azida s6dica 15 mmol/L; 4-aminoantipirina 500 umol/L;
colesterol esterase >250 U/L, colesterol oxidase >250 U/L e peroxidase
>1000 U/L.

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

2. - Padrao - 200 mg/dL - Armazenar entre 2- 30 °C.
Contém azida sédica 15 mmol/L. Apés 0 manuseio sugere-se armazenar
bem vedado para evitar evaporagao.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condiges
indicadas, sdo estaveis até a data de expiracao impressa no rétulo.
Durante o manuseio, 0s reagentes estao sujeitos a contaminacoes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar redugdo da
estabilidade.

Precaugdes e cuidados especiais

Nao utilizar o Reagente 1 quando sua absorbancia, medida contra a 4gua
em 500 nm, for igual ou maior que 0,300 ou quando mostrar-se turvo ou
comsinais de contaminagao.

Os cuidados habituais de seguranca devem ser aplicados na
manipulagao do reagente. O Reagente 1 e o Padrao contém azida sddica
que é toxica. Deve-se tomar cuidado para evitar a ingestao e no caso de
contato com os olhos deve-se lavar imediatamente com grande
quantidade de 4gua e procurar auxilio médico. A azida pode formar
compostos altamente explosivos com tubulagdes de chumbo e cobre.
Portanto, utilizar grandes volumes de 4gua para descartar o reagente.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condiges
indicadas, sdo estaveis até a data de expiracdo impressa no rétulo.
Durante 0 manuseio, 0s reagentes estao sujeitos a contaminagoes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar reducdo da
estabilidade.
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Material necessario e nao fornecido

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

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

3. Pipetas para medir amostras e reagente.

4. Cronémetro.

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

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

A variagdo biol6gica do colesterol, decorrente da variagdo também
biol6gica das lipoproteinas transportadoras do colesterol, é observada
quando a dosagem do colesterol é repetida em um mesmo laborat6rio no
espago minimo de uma semana. Ela ocorre independentemente do erro
analitico e pode variar entre 1,7 e 11,6% com uma média de 6,1% devido,
principalmente, a variagdo bioldgica da LDL que €é a principal lipoproteina
transportadora de colesterol.

Niveis elevados de ascorbato (vitamina C) produzem interferéncias
negativas por competi¢do com o cromogénio na reagdo da peroxidase.
Se houver suspeita da presenga de &cido ascorbico deixar o soro em
repouso durante 90 minutos antes de iniciar a dosagem para minimizar a
acdo dointerferente.

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

De modo geral, a amostra de sangue pode ser obtida com ou sem jejum,
mas é altamente recomenddvel que todos os ensaios dos lipides
sanguineos, incluindo o colesterol, sejam realizados em amostras
colhidas em jejum. As vantagens da utilizagdo de amostras colhidas em
jejum sdo decorrentes da padronizagdo da colheita, pois permitem a
realizagdo da determinagdo de outros lipides que requerem o jejum e
minimizam a interferéncia da lipemia pdés prandial que estd
freqiientemente presente em amostras obtidas sem o jejum.

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

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

Para descartar os reagentes e 0 material biol6gico, sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protegdo ambiental.

Interferéncias

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

Para avaliar a concentragdo aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: Diluir 0,05 mL
da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbédncia em 405 ou 415 nm acertando o0 zero com dgua deionizada
ou destilada.

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

Verobservagdes1,2e3

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

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

Misturar e incubar em banho-maria a 37 °C durante 10 minutos. O nivel de
4gua no banho deve ser superior ao nivel de reagentes nos tubos de
ensaio. Determinar as absorbancias do teste e padrao em 500 nm ou filtro
verde (490 a 510), acertando o zero com o branco. A cor é estével por 60
minutos.

0 procedimento sugerido para a medigdo é adequado para fotdmetros
cujo volume minimo de solugéo para leitura é igual ou menor que 1,0 mL.
Deve ser feita uma verificagéo da necessidade de ajuste do volume para o
fotémetro utilizado.

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

Calculos
Absorbancia do Teste

Colesterol(mg/dL) = —— x200
Absorbéncia do Padrdo



Exemplo
Absorbancia do Teste = 0,290
Absorbancia do Padrdo = 0,345

0,290
Colesterol (mg/dL) =

X200 =168
0,345

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

200
Fator de Calibragdo =
Absorbancia do Padrao

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

Exemplo
200

Fator = =580
0,345

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

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

Calibragdes manuais
Obter o fator de calibragdo ao usar novo lote de reagentes ou quando o

controle interno da qualidade indicar.

Sistemas automaticos

Branco de reagentes: dgua deionizada ou destilada, ou solugéo de
cloreto de s6dio 150 mmol/L (0,85%);

Padroes: usar calibradores protéicos. As concentragbes de
Colesterol nos calibradores da linha Calibra Labtest sdo rastreéveis ao
SRM 1951 do NIST.

Intervalo de calibragdes

Deve-se recalibrar o sistema nas seguintes situagoes:

Calibragdo de 2 ou 3 pontos ao mudar de lote;

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

0 resultado da medig&o € linear até 500 mg/dL. Quando for obtido um
valor igual ou maior que 500 mg/dL, diluir a amostra com NaCl 150
mmol/L (0,85%), realizar nova medigdo e multiplicar o resultado pelo
fator de dilui¢do. Diluir a amostra de tal modo que o valor encontrado se
situe entre 150 e 300 mg/dL. Sugerimos a verificagdo da linearidade
metodol6gica e fotométrica, no minimo semestralmente, utilizando
amostras com valores até 500 mg/dL.

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

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

Valores recomendaveis ou desejados . Os valores abaixo
substituem os valores de referéncia e foram determinados a partir de
dados epidemiol6gicos tratados estatisticamente, que relacionam o0s
niveis do colesterol com a prevaléncia de doenga coronariana isquémica
(DCl).

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

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

Conversao: Unidades Convencionais (mg/dL) x 0,026 = Unidades SI
(mmol/L).



Caracteristicas do desempenho™

Exatid@o . Em duas amostras com concentragdes de colesterol iguais
a 146 e 245 mg/dL foram adicionadas quantidades diferentes do analito,
obtendo-se recuperagdes entre 94 e 110%. O erro sisteméatico
proporcional médio obtido em um valor de 200 mg/dL foi igual a
4,0mg/dL ou2,0%.

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

0 erro sistemético total (constante e proporcional) verificado no nivel de
decisdo (200 mg/dL) foiigual a 1,08 mg/dL ou 0,54%. Como as amostras
foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatério e
pacientes hospitalizados, pode-se inferir que o método tem uma
especificidade metodol6gica adequada.

Repetitividade - Imprecisao intra-ensaio

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

Reprodutibilidade - Imprecisao total

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

Sensibilidade metodolégica . Uma amostra protéica ndo
contendo colesterol foi utilizada para calcular o limite de detecgdo do
ensaio tendo sido encontrado um valor igual a 1,04 mg/dL, equivalente a
média de 20 ensaios mais dois desvios padrdo. Utilizando-se a
absorbancia do padrdo como parametro verificou-se que o limite de
deteccdo fotométrica é de 0,06 mg/dL, correspondendo a uma
absorbanciaigual a0,0001.

Efeitos da diluigdo da matriz . Duas amostras com valores
iguais a 330 e 400 mg/dL foram utilizadas para avaliar a resposta do
sistema nas diluigoes da matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando
fatores de diluig&o que variaram de 2 a 8 encontraram-se recuperagées
entre 99 e113%.

Significado clinico . 0 grande dilema da aterosclerose € que ela é
um processo silente. Esta ativa em todos os individuos e permanece sem
qualquer manifestagéo por décadas e, subitamente se manifesta através
de dor toracica, infarto agudo do miocardio ou morte sibita. Estudos
populacionais longitudinais como os de Tecumset, Albany, Framinghan,
Evans, Chicago, Oslo entre outros, e também dados epidemiol6gicos e
estudos experimentais em animais, demonstraram uma correlagdo
positiva entre os niveis do colesterol, mais especificamente do colesterol
LDL e orisco de doenga arterial coronariana (DAC). Ao mesmo tempo foi
evidenciado que os niveis de colesterol HDL sdo inversamente
proporcionais aorisco de DAC.
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Valores aumentados de colesterol sdo encontrados na nefrose,
hipotireoidismo, doengas colestaticas do figado e nas
hiperlipoproteinemias dos tipos la, lb e ll.

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

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

Observagées

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

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

No enxdgile final utilizar &gua tipo II. Quando a coluna deionizadora esta
com sua capacidade saturada ocorre a produgéo de dgua alcalina com
liberagdo de vérios ions, silicatos e substancias com grande poder de
oxidacao ou redug@o que deterioram os reagentes em poucos dias ou
mesmo horas, alterando os resultados de modo imprevisivel. Assim, é
fundamental estabelecer um programa de controle da qualidade da dgua.

3. Para uma revisio das fontes fisiopatologicas e medicamentosas de
interferéncia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar Young
DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests, 32 edigéo, Washington:
AACC Press, 1990.

Referéncias

1. Alain CA, Poon LS, Cahn CSG, Richmond W, Fu PC. Clin Chem
1974;20:470.

2. Bergmeyer HU. Methods of Enzymatic Analysis, 32 edigdo, Verlag
Chemie:Weinhein, 1984;8:141-8.

3. BullOrg Mond Santé. 1970;43:891.

4. Fredrickson DS, Levy RJ, Lee RS. New Engl J Med 1967; 276:24, 94,
148,215, 276.

5. Good NE, Winger GD, Winter W, Connoly TN, lzawa S, Singh RMM.
Biochemistry 1966;5:467.

6. Rifai N, Warnick GR, Dominiczak MH. Handbook of lipoprotein testing.
AACC Press: Washington, 1997:75-97.

7. Tonks DB. Quality Control in Clinical Laboratories, Warner-Chilcott
Laboratories, Diagnostics Reagents Division, Scarborough, Canada,
1972.

8. Westgard JO, Barry PL, Hunt MR, Groth T. Clin Chem 1981;27:493-
501.



106

ANEXOD
Protocolo HDL

COLESTEROL HDL

Instrugdes de Uso

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

[Somente para uso diagndstico invitro.]

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

Caracteristicas do sistema . Na selegao de um sistema para
dosar o Colesterol HDL, a Labtest optou pelo 4cido fosfotngstico e
cloreto de magnésio, que precipitando seletiva e quantitativamente as
VLDL e LDL, permitem a obteng@o de resultados comparaveis aos do
método de referéncia.

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

0 sistema de medida colorimétrica é facilmente adaptavel @ maioria dos
analisadores autométicos capazes de medir uma reagao de ponto final
em500 nm.

Metodologia. Labtest.
Reagentes

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

2. - Padrédo 20 mg/dL - Armazenar entre 2 - 30 °C.
Contém colesterol 0,52 mmol/L e azida s6dica 14,6 mmol/L. Armazenar
bem vedado para evitar evaporagao.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condigoes
indicadas, sdo estdveis até a data de expiragao impressa no rétulo.
Durante o manuseio, 0s reagentes estao sujeitos a contaminagdes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar redugdao da
estabilidade.

Precaucdes e cuidados especiais

Nao utilizar o Reagente 1 - Colesterol Liquiform - Labtest (Ref.76) quando
sua absorbancia, medida contra a 4gua em 500 nm, for igual ou maior que
0,300 ou quando mostrar-se turvo ou com sinais de contaminagao.

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

Ref:13

MS 10009010026 '

A azida pode formar compostos altamente explosivos com tubulagdes de
chumbo e cobre. Portanto, utilizar grandes volumes de &gua para
descartar o reagente.

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

Materiais necessarios e nao fornecidos

1. Banho-maria mantido 2 temperatura constante (37 °C).

2. Fotdmetro capaz de medir, com exatidao, a absorbancia entre 490 e
540nm.

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. Crondmetro.

5. Centrifuga com capacidade superior a 3500 rpm.

6. Reagente para determinagao de colesterol.

Influéncias pré-analiticas . As concentragdes do colesterol HDL
medidas em um mesmo individuo e em diferentes ocasides podem flutuar
consideravelmente devido as variagdes biologicas e também as
variagbes do método analitico. As concentragdes no sangue sao
fortemente influenciadas por fatores tais como dieta recente, ingestao de
élcool, variagoes do peso corporal, atividades fisicas e hébito tabagista.
Os horménios e outras medicagoes também produzem variagdes na
concentragao do colesterol HDL.

Considera-se que a variagao biol6gica seja em torno de 7,5%. Assim, em
uma série de repeticoes da dosagem em um mesmo individuo, dois
tergos dos resultados estarao entre = 7,5% do valor médio. Portanto, a
variagao biol6gica se constitui no fator mais importante da variabilidade
total do colesterol HDL. Os efeitos da variagao biolégica podem ser
controlados até certo ponto através da padronizagao das condigdes de
preparo do paciente e da colheita da amosira, mas o colesterol HDL nao
pode ser estimado com confianga através de um ensaio de uma Gnica
amostra. Vérias amostras devem ser obtidas e a média dos resultados
pode ser considerada como a concentragao usual do colesterol HDL ou,
mais exatamente, pode ser considerada a faixa usual de resultados para o
individuo.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrao (POP) que
estabeleca procedimentos adequados para colheita, preparagao e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos 2 amostra
podem ser muito maiores que os erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

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



As amostras de soro ou plasma nao devem permanecer entre 15 - 30 °C
por mais de 14 horas. Quando as medigGes nao sao completadas dentro
de 14 horas, as amostras devem ser armazenadas entre 2 - 8 °C por 7
dias e por 30 dias a 20 °C negativos. Deve-se armazenar em temperaturas
<70 °C negativos quando houver necessidade de preservagao por
periodos maiores de tempo. Evitar congelamentos e descongelamentos
repetidos. Amostras descongeladas devem ser bem misturadas antes da
utilizagdo. Nao usar vortex ou similar. Nao usar amostras com sinais de
contaminagao microbiana.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
nao transmitem infecgdes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, a0 manusea-las deve-se seguir as
normas estabelecidas para biosseguranga.

Para descartar os reagentes e o material biol6gico sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protecao ambiental.

Interferéncias

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

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

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

Para avaliar a concentragdo aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: diluir 0,05 mL
da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbancia em 405 ou 415 nm acertando o zero com 4gua deionizada
ou destilada.

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

Limitagoes do método . Manter sempre a relagao
Amostra/Precipitante iguala1:1.

Ap6s a centrifugacao, remover o sobrenadante limpido dentro de 15
minutos para evitar resultados falsamente elevados.

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

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

Procedimento
Verlimitagdes do método.

Precipitagao das VLDLe LDL.

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

Agitar vigorosamente durante 30 segundos. A agitagdo sugerida é
fundamental para obtengao de resultados consistentes. Centrifugar a
3.500 rpm por pelo menos 15 minutos para obter um sobrenadante
limpido. Pipetar o sobrenadante limpido imediatamente ap6s a
centrifugacao, tomando o cuidado para nao ressuspender o precipitado,
afimde evitar resultados falsamente elevados.

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

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

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

Misturar e incubar em banho-maria a 37 °C durante 10 minutos. O nivel da
4gua no banho deve ser superior ao nivel do reagente nos tubos de
ensaio. Determinar as absorbancias do teste e padrao em 500 nm ou filtro
verde (490 a 540) acertando o zero com o branco. A cor € estavel por 60
minutos.

0 procedimento sugerido para a medicao é adequado para fotometros
cujo volume minimo de solugao para leitura € igual ou menor que 1,0 mL.
Deve ser feita uma verificagao da necessidade de ajuste do volume para o
fotdmetro utilizado.

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

Célculos . Devido a diluigo 1:2 aplicada as amostras durante o
procedimento de precipitagao das VLDL e LDL, o valor do Padrao para
célculo dos resultados deve ser corrigido para 40 mg/dL.

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

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

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

Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a
metodologia, pode-se ufilizar o método do fator.
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Fator de Calibragao =
Absorbancia do Padrao

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

Exemplo

40
Fator = ———— =125
0,320

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

Unidades Convencionais: mg/dL
Unidades S| (mmol/L) = Unidades Convencionais x 0,026

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

Linearidade

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

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

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

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

Os valores desejaveis ou recomendados substituem os valores de
referéncia e sdo determinados a partir de dados epidemiol6gicos,
calculados estatisticamente, que relacionam os niveis do colesterol com
aprevaléncia de doenga coronariana isquémica (DCI).

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

Criangas e Adolescentes’

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

Desejavel <170
Limitrofe 170 - 199
Elevado >200
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Colesterol LDL (mg/dL)
Idade: 2 a 19 anos

Desejavel <110
Limitrofe 110- 129
Elevado >130

Colesterol HDL (mg/dL)

<10 anos Desejavel >40
10219 anos Desejavel >35
Adultos™
Colesterol Total (mg/dL)
Desejavel <200
Limiar elevado 200- 239
Elevado >240
Colesterol LDL (mg/dL)
Otimo <100
Limiar 6timo 100- 129
Limiar elevado 130- 159
Elevado 160- 189
Muito Elevado >190
Colesterol HDL (mg/dL)
Baixo <40
Elevado (Desejavel) >60

Caracteristicas do desempenho”

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

Especificidade . 0 método proposto foi comparado com um método
similar utilizando 80 amostras com valores situados entre 7 e
86 mg/dL. A comparagao resultou na equagao da regressao: y = 1,337
+ 0,932x e um coeficiente de correlagao (r) igual a 0,993. O ermo
sistematico total (constante e proporcional) verificado no nivel de decisao
(60 mg/dL) foiigual a2,74 mg/dL ou 4,5%.

Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de
ambulatério e pacientes hospitalizados, pode-se inferir que o método tem
uma especificidade metodolégica adequada.

Repetitividade - Imprecisao intra-ensaio

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




Reprodutibilidade - Impreciséo total

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

Sensibilidade metodolégica . Uma amosira protéica nio
contendo colesterol HDL foi utilizada para calcular o limite de detecgao do
ensaio tendo sido encontrado um valor igual a 0,40 mg/dL, equivalente &
média de 20 ensaios mais dois desvios padrdo. Utilizando-se a
absorbancia do padrao como parémetro, o limite de detecgao fotométrica
€de 0,12 mg/dL, correspondendo a uma absorbanciaigual a0,001.

Efeitos da diluigao da matriz . Uma amostra com valorigual 292
mg/dL foi utilizada para avaliar a resposta do sistema nas diluicoes da
matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando fatores de diluigao que
variaram de 1,2 a 2,0 encontraram-se recuperagdes entre 93 e 103%.

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

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

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

As concentragdes do Colesterol Total e do Colesterol HDL dependem de
metabolismos distintos e nao se deve fazer qualquer tentativa de buscar
correlago entre seus niveis de concentragao.

Como calcular a concentragao do colesterol VLDL e

LDL . As concentragdes do Colesterol VLDL e LDL podem ser
calculadas utilizando a equagao de Friedewald, que € exata para amostras
cujas concentragdes de triglicérides nao ultrapassem 400 mg/dL e nao
pertengam a pacientes portadores de lipoproteinemia do Tipo lll.

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

Observagdes

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

2. 0 laborat6rio clinico tem como objetivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizagdo de dgua de qualidade inadequada € uma causa
potencial de erros analiticos.
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A é4gua deionizada ou destilada utilizada no laboratrio deve ter a
qualidade adequada a cada aplicagao. Assim, para preparar reagentes,
usar nas medicdes e para uso no enxagie final da vidraria, deve ter
resistividade >1 megaohm.cm ou condutividade <1 microsiemens/cm e
concentragao de silicatos <0,1 mg/L. Quando a coluna deionizadora esta
com sua capacidade saturada ocorre produgao de 4gua alcalina com
liberagao de vérios ions, silicatos e substancias com grande poder de
oxidagao ou redugao que deterioram os reagentes em poucos dias ou
mesmo horas, alterando os resultados de modo imprevisivel. Assim, é
fundamental estabelecer um programa de controle da qualidade da dgua.

3. Para uma reviso das fontes fisiopatolégicas e medicamentosas de
interferéncia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar
www.fxol.org/
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ANEXO E
Protocolo triglicerideos

TRIGLICERIDES Liquiform

Instrugdes de Uso

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

[Somente para uso diagnéstico in vitro.]

Principio™ . 0s trigiicérides sao determinados de acordo com as
seguintes reagdes:

Lipoproteina )
Triglicérides — Glicerol + Acidos Graxos
Lipase

Glicerolquinase
Glicerol + ATP ———————» (Glicerol-3-Fosfato + ADP
Mg

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

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

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

A intensidade da cor vermelha formada € diretamente proporcional a
concentragao dos triglicérides naamostra.

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

0 reagente é disponibilizado sob a forma liquida, facilitando assim sua
aplicagdo e eliminando a possibilidade de se introduzir erros durante as
preparagdes de regentes.

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

0Os dados de repetitividade e reprodutibilidade obtidos com o sistema
Triglicérides Liquiform demonstram que o0 método é capaz de fornecer
resultados que superam as metas de desempenho para as medidas dos
triglicérides estabelecidas pelo National Cholesterol Education Program
(NCEP). A comparagao entre as imprecisdes encontradas na
repetitividade e na reprodutibilidade demonstra que o sistema de medigao
¢ bastante robusto nas regides de concentragdes significativas para uso
clinico, indicando que tem um desempenho muito estavel no dia a dia.

Ref: 87
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0 sistema ¢ facilmente aplicdvel a analisadores automdticos e semi-
automaticos capazes de medir com exatidao a absorbancia em 505 nm.

Metodologia . Enzimatico-Trinder".

Reagentes:

1. [EI1) - Reagente 1 - Armazenar entre 2 - 8 °C.

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

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

2. - Padrao - Armazenar entre 2 - 30 °C.
Contém triglicérides 200 mg/dL e azida s6dica 0,045%.
Apds 0o manuseio armazenar bem vedado para evitar evaporagao.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condigdes
indicadas, sdo estaveis até a data de expiragao impressa no rotulo.
Durante 0 manuseio, os reagentes estao sujeitos a contaminagdes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar redugao do tempo de
estabilidade.

Precaugdes e cuidados especiais

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

Nao utilizar o Reagente 1 quando sua absorbancia medida contra 4gua em
505 nm for igual ou maior que 0,300 ou quando mostrar-se turvo ou com
sinais de contaminacao. O reagente apresenta uma tonalidade
amarelada.

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

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

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



Material necessario e naofornecido

1. Banho-maria mantido 4 temperatura constante (37¢C).

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

3. Pipetas para medir amostras e reagente.

4. Cronémetro.

Influéncias pré-analiticas™™ . Como a concentragio de
triglicérides é influenciada por habitos dietéticos recentes, como
consumo de alcool e por variagdes do peso corporal e exercicio fisico, 0s
valores dos triglicérides em um mesmo individuo sao bastante variaveis.
Os dados obtidos dentro de um més, usando um método com CV
analitico de 3,0%, mostraram que a variagao biolgica pode ser maior que
90% da variagdo intra-individual total. Mesmo nos estados de jejum,
ocorre consideravel variagao biolégica, podendo mostrar diferengas de
21% em medigoes repetidas no mesmo individuo.

Na auséncia de jejum a concentragcao plasmdtica dos triglicérides
modifica-se consideravelmente no mesmo individuo apresentando
diferengas de até 1000%.

Amostras colhidas com heparina podem fornecer resultados falsamente
diminuidos.

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

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

Niveis elevados de 4cido ascorbico (vitamina C) produzem interferéncias
negativas por competicao com o cromogeénio na reagao da peroxidase.
Se houver suspeita da presenga de dcido ascorbico, deixar o soro em
repouso durante 90 minutos antes de iniciar a dosagem para evitar
resultados de triglicérides falsamente diminuidos. Este procedimento
minimiza os valores de 4cido ascorbico, podendo nao ser eficiente caso a
concentragao deste esteja elevada naamostra.

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

A amostra de sangue deve ser obtida ap6s jejum de 12-14 horas. Deve-se
enfatizar ao paciente a necessidade do jejum no tempo recomendado. A
falta de padronizacao nas colheitas das amostras para a dosagem dos
triglicérides tem gerado enormes conflitos entre pacientes, médicos
clinicos e os laboratdrios, porque, em muitos casos, nao se toma o
cuidado de enfatizar aos pacientes a necessidade do jejum de 12-14
horas antes da colheita da amostra.

Usar soro ou plasma com EDTA. O analito é estavel por dois dias entre 2 -
8 °C. 0 armazenamento prolongado da amostra nao é recomendado. Os
triglicérides podem ser hidrolisados, liberando glicerol, 0 que leva a
obtengdo de resultados falsamente diminuidos quando o ensaio utiliza
branco para eliminar a interferéncia do glicerol livre.

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

Estas orientagdes para obtengdo e conservagdo da amostra estao
padronizadas segundo as recomendagdes do NCEP’.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
nao transmitem infecgdes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, a0 manusea-las, deve-se seguir as
normas estabelecidas para Biosseguranga.

Para descartar os reagentes e o material biol6gico, sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protegdo ambiental.

Interferéncias

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

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

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

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

Separar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

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

Misturar e colocar em banho mariaa 37 °C durante 10 minutos. O nivel da
agua no banho deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de
ensaio. Determinar as absorbancias do teste e padrao em 505 nm ou filtro
verde (490 a 520), acertando o zero com o branco. A cor é estavel 60
minutos.
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0 procedimento sugerido para a medigao é adequado para fotdmetros
cujo volume minimo de solugao para leitura € igual ou menor que 1,0 mL.
Deve ser feita uma verificagao da necessidade de ajuste do volume parao
fotémetro utilizado. Os volumes de amostra e reagente podem ser
modificados proporcionalmente, sem prejuizo para o desempenho do
teste, mantendo-se inalterado o procedimento de célculo. Em caso de
redugdo dos volumes, é fundamental que se observe o volume minimo
necessario para a leitura fotométrica. Volumes de amostra menores que
0,01 mL sdo criticos em aplicagdes manuais e devem ser usados com
cautela porque aumentam aimprecisao da medigao.

Calculos. Verlinearidade

Absorbancia do Teste

Triglicérides (mg/dL) = x200

Absorbancia do Padrao

Exemplo:

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

0,174

Triglicérides (mg/dL) = x200 =143

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

200
Fator de Calibragdo = ——————
Absorbancia do Padrao
Triglicérides (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator
Exemplo:

200

Fator = =820

0,244
Triglicérides (mg/dL) = 0,174x 820 = 143

Calibragao . 0 padrao ¢ rastredvel ao Standard Reference Material
(SRM) 1951 do National Institute of Standards and Technology (NIST).

Calibragdes manuais
Obter o fator de calibragao ao usar novo lote de reagentes e quando o

controle interno da qualidade indicar.

Sistemas automaticos

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

Usar calibrador da linha Calibra - Labtest. A concentragao de Triglicérides
no calibrador é rastredvel ao SRM 1951 do NIST.

Frequéncia de calibragdes
Calibragao de 2 pontos ao mudar de lote;
Calibragao de 2 pontos quando o controle interno da qualidade indicar.

0 resuitado da medigao € linear até 1100 mg/dL. Para valores maiores,
diluir 2 amostra com NaCl 150 mmol/L (0,85%), realizar nova medigao e
multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluigao.

Controle interno da qualidade . 0 Iaboratdrio deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente os
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificagdes da qualidade e limites de controle, agdes corretivas e
registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para
avaliar a imprecisao e/ou desvios da calibragdo. Sugere-se procurar
atender como limites maximos de controle as especificagdes propostas
pelo NCEP™' para coeficiente de variagdo <5,0%, erro sistemético (bias)
<5,0% e errototal s15,0%".

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

Valores desejaveis ou recomendados . Sio valores que
substituem os valores de referéncia. Foram determinados a partir de
dados epidemiolégicos ftratados estatisticamente e estabelecem a
concentragao de triglicérides como fator de risco independente para
doenga coronariana isquémica”.

Triglicérides (mg/dL)
Desejavel <150
Limiar Alto 150 - 199
Elevado 200 - 499
Muito Elevado >500

Valores desejaveis ou recomendados pediatricos™

Triglicérides (mg/dL)
<10 anos 10 a 19 anos
Desejavel =100 <130
Elevado >100 >130

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

Caracteristicas do desempenho®

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

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

Estudos de precis@o . 0s estudos de precisao foram realizados no
sistema Labtest/Labmax 240°, utilizando amostras com concentragdes
iguaisa 151,197 e 412 mg/dL.

Repetitividade - Imprecisao intra-ensaio

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

Reprodutibilidade - Imprecisao total

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

Sensibilidade metodoldgica . Limite de detecgdo: 3 mg/dL.
Equivale a 3 desvios padrao (DP) obtido a partir do resultado de 20
medigOes de uma amostra com concentragao de triglicérides igual a
70 mg/dL.

Utilizando-se a absorbéncia do padrao como parametro, verificou-se que
o limite de detecgao fotométrica é de 0,82 mg/dL, correspondendo a uma
absorbanciaigual a0,001.

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

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

0Os achados de que valores triglicérides elevados representam um fator de
riscoindependente para DCI sugerem que algumas lipoproteinas ricas em
triglicérides sejam aterogénicas, principalmente, as VLDL parcialmente
degradadas, comumente chamadas lipoproteinas remanescentes.

Na prética clinica, o colesterol VLDL (Triglicérides + 5) € a mais simples
medida das lipoproteinas aterogénicas remanescentes. Assim, o
colesterol VLDL pode sertambém um alvo da terapéutica para redugao do
colesterol. 0 Adult Treatment Panel (ATP) Ill proposto pelo NCEP identifica
a soma dos valores de colesterol LDOL+VLDL [Colesterol ndao HDL
(colesterol total - colesterol HDL)] como alvo secundario da terapéutica
em pessoas com{riglicérides elevados (=200 mg/dL).

A meta para o colesterol nao HDL, em pessoas com valores elevados de
triglicérides, pode ser estabelecida como sendo o valor do colesterol LDL
mais 30 mg/dL (VLDL), com base na premissa de que valores de
colesterol VLDL menores que 30 mg/dL sdo considerados desejaveis .

Sdo causas de elevagao dos triglicérides as vérias doengas de lipides
chamadas hiperlipidemias ou hiperlipoproteinemias. Nestas, sejam de
causa primaria ou secundaria, ocorre elevagao dos triglicérides nos tipos
1,1ib, Il IVeV.

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

Vérias mulheres em uso de estr6genos ou contraceptivos orais
apresentam aumento nas concentragdes de triglicérides. A
hipertrigliceridemia também encontra-se associada ao uso de
bloqueadores beta-adrenérgicos, corticosterdides, diuréticos tiazidicos e
retinides.

Observagdes

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

2.A agua utilizada no laboratorio deve ter a qualidade adequada a cada
aplicagao. Assim, para preparar reagentes e usar nas medigdes, deve ter
resistividade =1 megaohm ou condutividade <1 microsiemens e
concentragdo de silicatos <0,1 mg/L (4gua tipo Il). Para o enxagie da
vidraria, a 4gua pode ser do tipo lll, com resistividade =0,1 megaohms ou
condutividade <10 microsiemens. No enxagie final utilizar agua tipo Il.
Quando a coluna deionizadora esta com sua capacidade saturada ocorre
a produgdo de agua alcalina com liberagdo de varios ions, silicatos e
substancias com grande poder de oxidagao ou redugao que deterioram
os reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados
de modo imprevisivel. Assim, & fundamental estabelecer um programa de
controle da qualidade da agua.

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

Tabela de dados individuais da esteroscopia C4d policlonal

| | | | |
Grupo [Allium sativum I I I T T
Coelho 06 Coelho 13 Coelho 14 _I Coelho 25 _{ Coelho 30 _, Coelho 34 4 Coelho 39 Coelho 42 Coelho 49 Coelho 56
Campos Pp) N Pp N p N Pp N Pp N Pp N ) N ) N Pp N Pp N
1 2 9 2 5 2 7 [ 3 T 2 0 2 [ 2 1 3 2 2
2 0 1 14 6 2 3 1 6 [ 5 0 3 2 1 0 1 0 3
3 0 6 2 2 1 3 [ 3 [ 3 0 5 1 7 1 1 0 3
4
5
6
7
B
9
10
11
12
Pp N Pp| N Pp N| Pp E! Pp N| Pp| N| Pp| N Pp N Pp N Pp N
‘mean 0,67 533 6,00 433 6,00 333 033 4,00 033 333 000 333 100|333 114 348 0,67 1,67 0,67 2,67
= 1,9% 16,7% 16,7% 0,9% 0,9% 0,0% 3% 32% 2% 2%
Q.=| 0,0267[1/um’ 0,0217 | 1/um’ 0,0167|1/um 0,0200|1/um 0,0167|1/um’” 0,0167|1/um’ 0,0050 |1/um’ 0,0057 |1/um’ 0,0033 [1/um 0,0033 |1/um'
0,69[um’ 7,69 [um’ 10,00 [um’ 0,46[um’ 0,56[um’ 0,00[um’ 5,56 [um’ 5,56 [um’ 5,56 [um’ 5,56 [um’
Vv a
% um’
Grupo Allium satif n 10 10
mean 4,7% 4,16
SD| 6,4% 3,50,
SEM 2,0% 1,11
V| 1368%| _ 841%
CE[__ 433%| 02660
T
| | | |
Grupo Cilostazol i | [ |
Coelho 05 Coelho 11 Coelho 15 Coelho 28 _{ Coelho 31 _I Coelho 33 _I Coelho 38 Coelho 50 Coelho 53 Coelho 57 |
Campos Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N
1 0 3 2 5 2 6 0 3 5 3 3 3 5 3 1 3 0 6 4 2
2 0 7 2 4 4 2 1 5 1 2 0 3 3 7 2 3 1 9 2 2
3 11 5 2 B 3 4 2 7 1 5 2 5 0 5 4 3 0 3 3 0|
4
5
6
7
8
9
10
EEy
12
Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N| Pp N[ Pp N Pp N Pp N Pp Nl
mean 367 5,00 2,00 5,67 3,00 4,67 1,00 5,00 233 333 233 2,33 267 5,00 233 3,00 033 6,00 367 2,00
W= 102% 5,6% 8,3% 2,8% 6,5% 6,5% 7% 6% 1% 10%
Q,=| 0,0250|1/um’ 0,0283|1/um’ 0,0233|1/um’ 0,02501/um’ 0,0167 |1/um’ 0,0217|1/um’* 0,0133 |1/um’ 0,0117 [1/um’ 0,0017 [1/um’ 0,0183 |1/um’
a= 4,07[um’ 1,96 [um” 3,57 |um’ 1,11 um’ 3,89 |um’ 2,99|um’ 5,56 um’ 5,56 um’ 5,56 |um’ 5,56 [um
W] a
% um?
Grupo__|Cilostazol n 10 10
mean 5% 3,98
SD ,9% 161
SEM ,9% 051
oV _a52%| __405%
CE|  143%| 0,1280
Planilha de Paulo Lima C4d policional Pp= pontos alvos contados Vv=densidade de volume do alvo |
N= nimero de nucleos contados | Qa= densidade numérica por rea de nucleos
AT = 200,0 [um? PT= pontos totais na drea AT= 4rea teste
PT= 36
Grupo__|Soro fisiolégico 0,9%
Coelho 02 Coelho 12 Coelho 16 Coelho 23 Coelho 40 Coelho 45 Coelho 47 Coelho 48 Coelho 52 Coelho 55
Campos. Pp| N Pp| N Pp| N Pp| N| Pp| N| Pp| N| Pp| N| Pp| N| Pp| N Pp| N|
1 2 5 2 B 4 11 4 7 0 6 5 8 3 2 5 1 5 6 1 B
2 2 a 2 6 0 10 4 5 1 6 2 5 1 1 3 4 1 6 1 6|
3 2 7 3 2 0 6 2 2 4 9 0 5 2 2 3 3 1 a [ 9
4
5
6
7
8
9
10
11
12
Pp N Pp N Pp N Pp N] Pp El Pp El Pp El Pp N] Pp N Pp N|
mean 2,0 53 233 533 133 9,00 333 2,67 167 7,00 233 6,00 2,67 3,00 367 2,67 233 533 0,67 7,67,
W= 5,6% 65% 3,7% 93% 4,6% 65% 7.4% 102% 6,5% 1,9%
Q,=|  0,0267|1/um’ 0,0267 | 1/pum* 0,0450 | 1/pum’* 0,02333 [1/um’ 0,0350 | 1/pm’* 0,0300|1/pm’* 0,01331/pum’ 0,0183 |1/um* 0,0117 |1/pum* 0,0033 [1/um*
= 2,08[um 2,43[um’ 0,82[um’ 4,0 [um’ 1,32[um’ 2,16 [um’ 5,56 [um’ 5,56 [um’ 5,56 [um’ 5,56 |um”
Vv a
% um’
Grupo__|Soro fisiolq n 10 10
mean 62% 3,50
D 2,5% 194
SEM 0,8% 0,61
V| 398%| 555%
CE|  12,6%| 01755
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ANEXO G

Tabela de dados individuais da esteroscopia HHF35

ulo Lima HHF35 Pp= pontos alvos contados Vv= densidade de volume do alvo |
N=nimero de nicleos contados | Qa= densidade numérica por area de nicleos
200,0 |um? PT= pontos totais na drea |AT= érea teste|
36
Grupo__[Soro fisioldgico 0,9%
Coelho 02 Coelho 12 Coelho 16 Coelho 23 Coelho 40| Coelho 45 Coelho 47 Coelho 48 Coelho 52 Coelho 55
Campos. Pp N Pp N| Pp N[ Pp N Pp N| Pp N Pp N| Pp N| Pp N N
1 7 2 8 4 15 T 7 5 7 2 7 1 8 6 10 2 8 3 7 3
2 11 6 5 4 6 7 6 4 6 5 6 3 1 3 B 3 4 6 i} 7
3 6 3 7 3 7 5 4 9 L] 8 6 3 7 5 10 6 9 6 10 3
4
5
6
7
8
9
10
1
12
Pp| N Pp N| Pp N| Pp N Pp N Pp N Pp N| Pp N| Pp N Pp N
‘mean 80| 37 667 367 533 233 567 6,00 6,00 5,00 633 2,33 867 467 933 367 7,00 5,00 533 433
W= 22,2% 18,5% 25,9% 15,7% 16,7% 17,6% 24,1% 25,9% 19,8% 25,5%
0,01831/um” 0,0183[1/um’ 0,0217|1/um’ 0,03000 [1/um’ 0,0250[1/pm’ 0,0117|1/pm’ 0,0433[1/um 0,0467 [1/um’ 0,0350 [1/um’ 0,0467 [1/um’
12,12 [um’ 10,10 [um’ 11,97 [um 52 [um 6,67|um’ 15,08 [um’ 5,56 [um’ 5,56 um 5,56 um’ 5,56 |um
W a
% um’
Grupo__[Soro fisiolégi n 10 10
mean 21,2% 834
D 4,1% 364
SEM 1,3%] 1,15
o 19,3% 3,7%
CE 61%| 01381
I
I | I
Grupo Allium sativum [ | i
Coelho 06 Coelho 13 Coelho 14 _I Coelho 25 _I Coelho 30 Coelho 34 Coelho 39 _lcoelha a2 Coelho 49 Coelho 56
Campos Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N
1 9 6 11 2 9 5 12 3 15 3 5 1 14 2 10 3 6 3
2 9 3 8 7 14 2 10 6 10 2 16 3 12 2 10 5 9 2
3 10 6 9 a 5 2 10 3 9 3 14 9 6 5 8 1 12 5
4
5
3
7
B
9
10
11
12
Pp N Pp N Pp E‘ Pp N Pp N Pp N Pp N[ Pp N Pp N Pp N
933 5,00 933 433 933 300 10,67 2,00] 11,33 267 1167 433 10,67 433 10,07 396 933 3,00 9,00 5,00
25,9% 25,9% 25,9% 29,6% 31,5% 32,4% 30% 28,0% 26% 25%
0,0250|1/um’ 0,0217|1/um’ 0,0150|1/um’ 0,0200 | 1/pm’ 0,0133[1/um’ 0,0217|1/um’ 0,0533 [1/um’ 0,0504 [1/um’ 0,0467 |1/um’ 0,0450 |1/um’
a= 10,37 [um’ 11,97 [um’ 17,28 [um’ 14,81 [um’ 23,61 [um’ 14,96 [um’ 5,56 [um’ 5,56 [um’ 5,56 [um’ 5,56 [um’
Vv| a
%) um?
Grupo | Alllum satl| n 10 10
mean|  28,0%| 11,52
) 2,6% 6,20
SEM 0,8% 1,9
o 95%|  53,8%
CE 30% 01701
I
| | I |
Grupo | Cilostazol i | |
Coelho 05 _l Coelho 11 Coelho 15 Coelho 28 _l Coelho 31 Coelho 33 Coelho 38 Coelho 50 _ICneIhn 53 Coelho 57
Campos Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N Pp N N Pp N N
1 14 3 7 3 16 4 11 2 10 3 12 3 s 2 11 3 7 2 11 3
2 10 2 10 2 10 3 5 1 2 1 4 3 3 3 10 6 4 3 12 2
3 8 1 9 2 16 2 5 a3 6 3 6 2 2 3 7 3 9 7 11 3
4
5
3
7
8
9
10
11
12
Pp E‘ Pp N Pp N Pp| N| Pp N Pp N Pp N Pp E' Pp N Pp N
mean 10,67] 2,00 867 233 14,00 3,00 7,00 233 600 233 7,33 2,67 533 2,67 933 4,00 667 300 11,33 2,67,
W= 25,6% 24,1% 38,9% 19,4% 16,7% 20,4% 15% 26% 19% 31%
Q.= 0,0100{1/pm’ 0,0117[1/um’ 0,0150[1/um* 0,0117[1/um’ 0,0117|1/pum* 0,0133[1/um* 0,0267 |1/pm* 0,0467 [1/um’ 0,0333 [1/um? 0,0567 |1/um’
a= 29,63 [um’ 20,63 |um’ 25,93 [um’ 16,67 [um’ 14,29 |pm’ 15,28 |um’ 5,56 um 5,56 |um’ 5,56 um’ 5,56 um’
W a
%) um?
Grupo | Cilostazol n 10| 10
mean 24,0% 14,86
D 7,6% 8,96
SEM 2,4% 2,83
o 31,5% 61,9%
CE 100%| 0,959
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(72) Inventor(es): PAULO ROBERTO DA SILVA LIMA

(57) Resumo: IMOBILIZADOR PARA COELHOS E ROEDORES
MAIORES. compreendido por uma caixa sem uma das paredes na
parte posterior, uma parte superior removivel e na parte anterior possui
um orificio circular grande em seu centro e dividida em duas partes,
sendo a superior dobravel; é feita por materiais comuns ja existentes
no comércio e caracterizado por possuir uma forma de paralelograma
{fig. 9) sendo um dos lados do quadrado aberto (fig. 2 e 9) e o outro
quadrado com abertura circular em seu centro e dividido em duas
metades (fig. 1,6,8 e 9), essas, unidas entre si por uma dobradiga (fig.
8 letra g) presa por meio de parafusos e fechada no lado esquerdo por
um gancho (fig. 6 letra f, fig. 7 e fig. 9 letra f), esse, preso na porgéao
superior (fig. 1,6,9 letra d) por um aro parafusado (fig. 1,6,9, letras b,b1
e b2) e que se encaixa com o outro aro parafusado (fig. 1,6,9, letras
b,b1 e b2) na porgao inferior ndo mével da parte da frente do
imobilizador (fig. 1,6,8,9, letra e) para fixar as metades da frente do
imobilizador. A abertura da frente (fig. 1 e 9, letra c) € pequena o
suficiente para o craneo do animal e grande o suficiente para o
pescogo do mesmo. As laterais possuem, em sua pPOrgao superior
interna, uma aresta que serve de trilho (fig. 2,5,9, letra a) para uma
tampa (fig.4), para imobilizar mais, o animal. A porgéo interna de todo
o imobilizador & dura, lisa e deslizante.
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“Imobilizador para coelhos e roedores
maiores”.

O invento tratado no presente pedido de
patente, refere-se a obtencdo de um imobilizador para coelhos e roedores
maiores, mediante sistema de encaixamento, sendo de uso veterinario,
especialmente projetado para atender aos animais roedores, tipo coelho.

Mediante as apuragcdes das pesquisas
realizadas nos estabelecimentos de ordem veterinaria e nos laboratérios de
pesquisa que envolve animais, especificamente coelhos, constatou-se que saéo
grandes as dificuldades que o profissionais especializados nessas classes tém
ao manipular esses animais sem a correta imobilizacao.

Os procedimentos de imobilizagdo conhecidos
para esses animais sdo compreendidos por: anestésicos, tranquilizantes,
toalhas ou panos longos contornando o animal, porém nesse ultimo
procedimento, pelo fato dos animais terem unhas grandes e afiadas, os tecidos
rasgam e podem ferir o manipulador do coelho, como também sujar o
manipulador do animal (pelos e uréia da sua urina). Alguns procedimentos
como: pesagem, procedimentos tépicos na cabeg¢a ou orelhas poderiam ser
realizados apenas com anestesia local, evitando-se usar medicacao sistémica
e outros efeitos colaterais, ou até mesmo morte do roedor, dependendo da
dosagem do anestésico administrada ao mesmo.

Os métodos tradicionais de imobilizagao e o
método com o uso do imobilizador para coelhos e roedores maiores estao

voltados para a questao de imobilizar esse espécie, com firmeza, conforto e
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segurancga, deixando o animal em posicao confortavel e tranquilo. Esses
métodos tradicionais, com observacao aos anestésicos e tranquilizantes, por
caracterizarem-se por composicoes de uso de farmacos, possuem algumas
desvantagens, que geraimente, sao as de pequena acessibilidade a acao
imediata do profissional para realizar os procedimentos. O uso de tecidos
(toalhas, panos, entre outros) ndo dao a devida estabilidade e o manipulador
necessita de outro individuo para realizar determinados procedimentos, haja
vista um membro superior do manipulador estara segurando € mantendo a
contengao do animal e se soltar o tecido envolvedor do animal ele se soltara.

Tendo em vista esses problemas, no
proposito de supera-los, e em decorréncia as unhas cortantes dos coelhos (ao
se sentirem ameagados), projetou-se o imobilizador para coelhos e roedores
maiores, que objetiva em levar a aplicabilidade industrial, uma técnica de
imobilizagdo para essa espécie, que ofereca maior estabilidade e segurancga,
correspondendo as mais diversas necessidades da classe veterinaria e dos
pesquisadores nos laboratorios.

O imobilizador para coelhos e roedores
maiores abrange amplamente as mais diversas variedades em atividades
praticas, podendo ser de utilidade em hospitais veterinarios, consultorios
veterinarios, laboratorios de analises e pesquisas animais, faculdades e
aplicagdes particulares outras. Pode atender diferentes tamanhos des coelhos
ao colocar em mini-tapete emborrachado em seu interior para os animais

menores.
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Com a construgao técnica assim descrita
nesse documento, torna-se mais simples que os métodos convencionais, pelo
fato de que suas caracteristicas especificas aos processos de imobilizagao,
nao oferecem qualquer tipo de restricdes que venham impedir a agdo de seu
operador, nem que venha oferecer qualquer tipo de desconforto ao animal. Sua
configuragéo técnica caracteriza-se por ser composto de objetos ja conhecidos
e comercializados, proporcionando o emprego de melhor adaptagao, frente aos
métodos ja mencionados, sendo de utilidade para fabricagao, nas industrias de
artefatos em plastico, em PVC - Cloreto de Polivinila e madeireiras.

Os desenhos anexos mostram a disposicao
do imobilizar para coelhos e roedores maiores, nos quais:

- Afig. 1 mostra a visao de frente;

- Afig. 2 mostra a visao de tras;

- Afig. 3 mostra a visao inferior;

- Afig. 4 mostra a viséo superior da tampa
removivel e opcional;

- A fig. 5 mostra a visao da porgao lateral,
vista por dentro e em destaque marrom o trilho para tampa;

- A fig. 6 mostra a visao lateral esquerda da
frente, dividida em uma porg¢ao superior mével em bascula (letra d) e uma
porgéo inferior ndo movel (letra €);

- A fig. 7 mostra a trava de fechamento tipo

gancho;
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- A fig. 8 mostra a visao lateral direita da
frente do imobilizador, dividida em uma porgao superior movel em bascula
(letra d ) por meio de uma dobradi¢a e uma porg¢ao inferior ndo mével (letra e).

De conformidade com as figuras acima
mencionadas, o modelo de imobilizador para coelhos, objeto do presente
pedido de patente, consiste em uma caixa em forma de paralelograma (fig. 9)
sendo um dos lados do quadrado aberto (fig. 2 e 9) e o outro quadrado com
abertura circular em seu centro e dividido em duas metades (fig. 1,6,8 e 9),
essas, unidas entre si por uma dobradiga (fig. 8 letra g) presa por meio de
parafusos e fechada no lado esquerdo por um gancho (fig. 6 letra f, fig. 7 e fig.
9 letra f), esse, preso na por¢ao superior (fig. 1, 6, 9 letra d) por um aro
parafusado (fig. 1,6,9, letras b, b1 e b2) e que se encaixa com o outro aro
parafusado (fig. 1,6,9, letras b,b1 e b2) na por¢ao inferior ndo mével da parte
da frente do imobilizador (fig. 1,6,8, 9, letra e) para fixar as metades da frente
do imobilizador. A abertura da frente (fig. 1 e 9, letra ¢) serve para a
exteriorizagdo da cabega do coelho de tal maneira que o impeca de ir para
frente ou para tras sem sufoca-lo, isto ocorre, pois o orificio € pequeno o
suficiente para o craneo do animal e grande o suficiente para o pescogo do
mesmo. As laterais possuem, em sua porcao superior interna, uma aresta que
serve de tritho (fig. 2,5,9, letra a) para uma tampa (fig. 4), caso queira imobilizar
o animal para néo ficar pulando com as patas traseiras. A porgao interna de
todo o imobilizador € dura, lisa e deslizante, impossibilitando que o coelho fixe

suas unhas e obtenha apoio para realizar for¢a.
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O método com o uso do imobilizador para
coelhos e roedores maiores oferece estabilidade e conforto, onde o animal
podera ficar imobilizado, podendo ser deslocado, ser submetido a
procedimentos na cabeca ou orelhas com anestésico local, ou realizar
gavagem, ou ser deixado na bancada por alguns instantes sem que o
pesquisador ou veterinario precise de outra pessoa para pegar algo, fazer uma
medida de peso mais precisa sem que o animal esteja se mexendo,
atrapalhando a leitura do seu peso. Os animais menores poder ser
acomodados ao se colocar um emborrachado nas laterais, pela parte de dentro

do imobilizador.
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REINVIDICAGAO

1) “Imobilizador para coelhos e roedores maiores” compreendido por uma
caixa sem uma das paredes na parte posterior, uma parte superior removivel e
na parte anterior possuindo um orificio circular grande em seu centro e dividida
em duas partes, sendo a superior dobravel; & feita por materiais comuns ja
existentes no comércio e caracterizado por possuir uma forma de
paralelograma (fig. 9) sendo um dos lados do quadrado aberto (fig. 2 e 9) e 0
outro quadrado com abertura circular em seu centro e dividido em duas
metades (fig. 1,6,8 e 9), essas, unidas entre si por uma dobradica (fig. 8 letra g)
presa por meio de parafusos e fechada no lado esquerdo por um gancho (fig. 6
letra f, fig. 7 e fig. 9 letra f), esse, preso na porgéo superior (fig. 1, 6, 9 letra d)
por um aro parafusado (fig. 1,6,9, letras b, b1 e b2) e que se encaixa com o
outro aro parafusado (fig. 1,6,9, letras b,b1 e b2) na porgéo inferior ndo mével
da parte da frente do imobilizador (fig. 1,6,8, 9, letra e) para fixar as metades
da frente do imobilizador. A abertura da frente (fig. 1 e 9, letra ¢) serve para a
exteriorizagdo da cabega do coelho de tal maneira que o impega de ir para
frente ou para tras sem sufoca-lo, isto ocorre, pois o orificio € pequeno o
suficiente para o craneo do animal e grande o suficiente para o pescogo do
mesmo. As laterais possuem, em sua porgao superior interna, uma aresta que
serve de trilho (fig. 2,5,9, letra a) para uma tampa (fig. 4), caso queira imobilizar
o animal para nao ficar pulando com as patas traseiras. A porgao interna de
todo o imobilizador € dura, lisa e deslizante, impossibilitando que o coelho fixe

suas unhas e obtenha apoio para realizar forca.
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RESUMO

“Imobilizador para coelhos e roedores maiores” compreendido por uma
caixa sem uma das paredes na parte posterior, uma parte superior removivel e
na parte anterior possui um orificio circular grande em seu centro e dividida em
duas partes, sendo a superior dobravel, & feita por materiais comuns ja
existentes no comércio e caracterizado por possuir uma forma de
paralelograma (fig. 9) sendo um dos lados do quadrado aberto (fig. 2 e 9) e o
outro quadrado com abertura circular em seu centro e dividido em duas
metades (fig. 1,6,8 e 9), essas, unidas entre si por uma dobradica (fig. 8 letra g)
presa por meio de parafusos e fechada no lado esquerdo por um gancho (fig. 6
letra f, fig. 7 e fig. 9 letra f), esse, preso na porgao superior (fig. 1, 6, 9 letra d)
por um aro parafusado (fig. 1,6,9, letras b, b1 e b2) e que se encaixa com o
outro aro parafusado (fig. 1,6,9, letras b,b1 e b2) na porcéo inferior nao mével
da parte da frente do imobilizador (fig. 1,6,8, 9, letra e) para fixar as metades
da frente do imobilizador. A abertura da frente (fig. 1 e 9, letra c) é pequena o
suficiente para o craneo do animal e grande o suficiente para o pescoc¢o do
mesmo. As laterais possuem, em sua por¢ao superior interna, uma aresta que
serve de trilho (fig. 2,5,9, letra a) para uma tampa (fig. 4), para imobilizar mais,
o animal. A porgao interna de todo o imobilizador é dura, lisa e deslizante.
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ANEXO |

Protocolo HHF35 monoclonal
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Monoclonal Mouse
Anti-Human
Muscle Actin
Clone HHF35

ENGLISH
Code M0635

Intended use
For In Vitro Diagnostic Use.

This antibody is intended for laboratory use to identify qualitatively by light microscopy an epitope present on muscle actin in normal and
neoplastic tissues using immunohistochemical (IHC) test methods. Clone HHF35 has been demonstrated to be a reliable marker for soft
tissue tumors with muscle differentiation, i.e. leiomyomas (LM), leiomyosarcomas (LMS), and rhabdomyosarcomas (RMS).? The clinical
interpretation of any positive staining or its absence should be complemented by morphological and histological studies with proper controls.
Evaluations should be made within the context of the patient's clinical history and other diagnostic tests by a qualified individual.

Summary and explanation

Actin, a highly conserved, ubiquitous cytoskeletal protein of muscle and nonmuscle cells, exists in three isotypes (o, B, v) that differ by their
amino acid sequences and isoelectric points. The monoclonal mouse anti-human Muscle Actin, clone HHF35 was made by immunizing mice
with a polypeptide fraction of human myocardium from a case of idiopathic hypertrophic subaortic stenosis.

Refer to Dako’s General Instructions for Immunohistochemical Staining or the detection system instructions of IHC procedures for:
1) Principle of Procedure, 2) Materials Required, Not Supplied, 3) Storage, 4) Specimen Preparation, 5) Staining Procedure, 6) Quality
Control, 7) Troubleshooting, 8) Interpretation of Staining, 9) General Limitations.

Reagent provided
Monoclonal Mouse antibody provided in liquid form as tissue culture supernatant in 0.05 mol/L Tris-HCI, pH 7.2 and 0.015 mol/L sodium
azide. This product contains stabilizing protein.

Clone: HHF35 Isotype: 1gG1, kappa
Mouse IgG concentration mg/L: See label on vial.

M0635 may be used at a dilution of 1:50 when performing IHC using the LSAB2 detection system. These are guidelines only. Optimal
antibody concentrations may vary depending on specimen and preparation method, and should be determined by each individual laboratory.

Immunogen
SDS extracted protein fraction of human myocardium

Specificity
Actin does not react with the a-actin of non-muscle (endothelial cells) sources.' Gel electrophoresis and immunoblots show the specificity of
HHF35 to be for the o- and y-actin isotypes of skeletal, cardiac and smooth muscle.'

Materials required, but not supplied
Refer to Dako’s General Instructions for Immunohistochemical Staining and/or the detection system instructions. Suggested diluent for IHC
procedures: Dilution of this antibody in a buffer containing 0.08 mol/L EDTA is recommended to reduce nonspecific background staining.®
The following negative control is recommended for IHC procedures:

Mouse IgG (code X0931).

Precautions

1. For professional users.

2. This product contains sodium azide (NaNs), a chemical highly toxic in pure form. At product concentrations, though not classified as
hazardous, NaN; may react with lead and copper plumbing to form highly explosive build-ups of metal azides. Upon disposal, flush with
large volumes of water to prevent metal azide build-up in pIumbing."‘5

3. As with any product derived from biological sources, proper handling procedures should be used.

4. Wear appropriate Personal Protective Equipment to avoid contact with eyes and skin.

5. Unused reagents should be disposed of according to local, State, and Federal regulations.

Storage

Store at 2-8 T. Do not use after expiration date s tamped on vial. If reagents are stored under any conditions other than those specified, the
conditions must be verified by the user. There are no obvious signs to indicate instability of this product. Therefore, positive and negative
controls should be run simultaneously with patient specimens. If unexpected staining is observed which cannot be explained by variations in
laboratory procedures and a problem with the antibody is suspected, contact Dako Technical Support.

(105467-003) 303300EFG_001 p. 1/6



Specimen preparation

Paraffin Sections

Anti-Muscle Actin, HHF35 can be used on formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections. Pretreatment of tissue with proteolytic enzymes
is not required.

Cryostat Sections and Cell Smears
Anti-Muscle Actin, HHF35 can be used for labelling acetone-fixed cryostat sections or fixed cell smears.

Staining procedure
Follow the procedure for the detection system selected.

Staining interpretation
The cellular staining pattern for anti-muscle actin is cytoplasmic.

Product specific limitations

1. Schmidt, et al. and others found that the addition of EDTA to an HHF35 primary antibody diluent reduced nonspecific staining®> and
also decreased the chances of false-positive staining of neuroblastomas, retinoblastomas, and Ewing Sarcomas while maintaining
adequate sensitivity for myogenic tumors.®

2. Miettinen found mild enzyme predigestion (pepsin, pronase, trypsin) to improve staining quality of formalin-fixed, paraffin-embedded
tissue;” however, Dako does not recommend tissue pretreatment.

3. Only rarely we}is immunoreactivity with HHF35 observed in isolated spindle cells of the liver, lymph nodes, kidney, pancreas, and the
adrenal gland.

4. Neoplastic cells of some pleomorphic undifferentiated sarcomas (malignant fibrous histiocytomas, MFH) have been reported positive,
localized only to the smooth muscle cells and pericytes of blood vessels.>”

Performance characteristics

Normal Tissues

In normal tissue, HHF35 demonstrates cytoplasmic staining of striated fibers of skeletal muscles, the smooth muscles of arteries, veins and
pericytes of smaller arteries, the tunica muscularis of the Gl tract, the myometrium of the uterus, prostatic stroma, the capsule cells of
several parenchymal organs, including liver, kidney, lymph nodes and spleen, and the myoepithelial layers of the mammary ducts and
glands, and the eccrine sweat, bronchial and salivary glands."*”® Other non-muscle cells are non-reactive, including vascular endothelial
cells, epithelial cells, lymphoid cells, macrophages, connective tissue, and neural cells."*®°

Abnormal Tissues

In pathological tissues, HHF35 was demonstrated to be a reliable marker for soft tissue tumors with muscle differentiation, i.e. leiomyomas
(LM), leiomyosarcomas (LMS) and rhabdomyosarcomas (RMS), for which it displayed a higher degree of sensitivity than desmin antibodies.
This was confirmed by Schmidt, et al.® who found 29/30 RMS, including embryonal, alveolar, botryoid and pIeomorPhic subtypes, regardless
of the degree of differentiation, to be HHF35 positive. A study comprising 285 well characterized soft tissue tumors’ found 17/17 RMS, 31/32
LMS, 23/23 LM and 3/5 pleomorphic liposarcomas to be immunoreactive with HHF35. The majority of glomus tumors also reacted with
HHF35.”"° Desmoid tumors showed occasional positive cells in 9/15 cases.” Similar results were reported by others® who found 34/35 RMS,
11/22 LMS, 5/6 LM and 4/4 rhabdomyomas to be HHF35 reactive. The myofibroblasts of some lesions, including reactive tissue, healing
wounds and atherosclerotic plaques also stained with HHF35 in the majority of cases."*®'" HHF35 was also used successfully for the
differentiation of noninvasive (consistently actin positive) from invasive breast tumors (actin negative).’ Non-muscle sarcomas and neoplastic
cells of carcinomas, melanomas, and lymphomas are non-reactive.?’

FRANCAIS
Code M0635

Utilisation prévue
Pour utilisation diagnostique in vitro.

Cet anticorps est destiné a une utilisation en laboratoire permettant d'identifier qualitativement par microscopie optique un épitope présent
sur I'actine musculaire dans les tissus normaux et néoplasiques a I'aide des méthodes d’analyse immunohistochimiques. Le Clone HHF35
s'est prouvé étre un marqueur fiable des tumeurs des tissus mous avec différentiation musculaire, c'est a dire les léiomyomes,
léiomyosarcomes et rhabdomyosarcomes.? L'interprétation clinique de tout marquage positif ou de toute absence doit étre complétée par
des études morphologiques et histologiques a I'aide de témoins appropriés. Les évaluations doivent étre réalisées uniquement par un
professionnel agréé dans le contexte de I'historique clinique du patient et d'autres examens.

Résumé et explication

L’actine, protéine ubiquitaire cytosquelettique hautement conservée des cellules musculaires et non-musculaires, existe en trois isotypes (c,
B, y) différentiés par leurs séquences d’acides aminés et leurs points isoélectriques. La monoclonal mouse anti-humain Muscle Actin, clone
HHF35 a été fabriquée en immunisant des souris a I'aide d'une fraction polypeptide de myocarde humain a partir d'un cas de sténose sous-
aortique hypertrophique idiopathique.

Se référer aux Instructions générales de coloration immunohistochimique de Dako ou aux instructions du systéme de détection concernant

les procédures IHC pour : 1) Principe de procédure, 2) Matériaux requis mais non fournis, 3) Conservation, 4) Préparation des échantillons,
5) Procédure de coloration, 6) Controle qualité, 7) Dépannage, 8) Interprétation de la coloration, 9) Limites générales.

(105467-003) 303300EFG_001 p. 2/6
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Rabbit Anti-Human C4d Polyclonal Antibody

CATALOG #:

INTENDED USE:
CLONE:

IMMUNOGEN:

IG ISOTYPE:
EPITOPE:
MOLECULAR WEIGHT
SPECIES REACTIVITY:

DESCRIPTION:

APPLICATIONS:
IHC PROCEDURE:

POSITIVE CONTROL.:

CELLULAR LOCALIZATION:

STORAGE & STABILITY

WARNINGS &
PRECAUTIONS:

4300 Hacienda Drive
Pleasanton, CA 94588
www.springbio.com

E17340 0.1 ml immunogen affinity purified rabbit polyclonal
antibody in PBS/1% BSA buffer pH 7.6 with less than

0.1% sodium azide.

E17342 0.5 mlimmunogen affinity purified rabbit polyclonal
antibody in PBS/1% BSA buffer pH 7.6 with less than

0.1% sodium azide. 5

E17344 1.0 mlimmunogen affinity purified rabbit polyclonal
antibody in PBS/1% BSA buffer pH 7.6 with less than

0.1% sodium azide. Human tonsil stained with

anti-C4d antibody
E17341 7.0 ml pre-diluted immunogen affinity purified rabbit
polyclonal antibody in TBS/1% BSA buffer pH 7.6 with

less than 0.1% sodium azide.

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.
N/A

Synthetic peptide derived from C-terminus of human C4d.
Rabbit IgG

Not determined

84kDa

Human (tested). (See www.springbio.com for information on species reactivity predicted by
sequence homology.)

C4 plays a central role in the activation of the classical pathway of the complement system. Prior to
secretion, the single-chain precursor is enzymatically cleaved to yield the non-identical chains
(alpha, beta and gamma). During activation, the alpha chain is cleaved by C1 into C4a and C4b,
and C4b stays linked to the beta and gamma chains. Further degradation of C4b by C1 into the
inactive fragments C4c and C4d blocks the generation of C3 convertase.

Immunohistochemistry (IHC)

Specimen Preparation: Formalin-fixed, paraffin-embedded tissues are suitable for use with this
primary antibody.

Deparaffinization: Deparaffinize slides using xylene or xylene alternative and graded alcohols.
Antibody Dilution: If using the concentrate format of this product, dilute the antibody 1:100. The
dilutions are estimates; actual results may differ because of variability in methods and protocols.
Antigen Retrieval: Boil tissue section in 10mM citrate buffer, pH 6.0 for 10 min followed by cooling
at room temperature for 20 min.

Primary Antibody Incubation: Incubate for 30 minutes at room temperature.

Slide Washing: Slides must be washed in between steps. Rinse slides with PBS/0.05% Tween.
Visualization: Detect the antibody as instructed by the instructions provided with the visualization
system.

Tonsil

Secreted protein

Store at 2-8°C. Do not freeze. The user must validate any other storage conditions. When properly
stored, the reagent is stable to the date indicated on the label. Do not use the reagent beyond the
expiration date.

There are no definitive signs to indicate instability of this product; therefore, positive and negative
controls should be tested simultaneously with unknown specimens.

If unexpected results are observed which cannot be explained by variations in laboratory
procedures and a problem with the reagent is suspected, contact Technical Support at
spring.tech@ventana.roche.com.

1. Avoid contact of reagents with eyes and mucous membranes. If reagents come into contact
with sensitive areas, wash with copious amounts of water.

2. This product is harmful if swallowed.

3. Consult local or state authorities with regard to recommended method of disposal.

4. Avoid microbial contamination of reagents.

Tel: 1-925-474-8440
Toll Free: 1-800-787-6896
Fax: 1-925-474-8469
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Abstract

Intimal hyperplasia is associated with graft failure and vascular sutures in the first year after
surgery and in postangioplasty restenosis. Allium sativum (common garlic) lowers cholesterol
and has antioxidant effects; it also has antiplatelet and antitumor properties and, therefore,
has great potential to reduce or inhibit intimal hyperplasia of the arteries.

Our objective is to determine if the garlic has an efficacy to inhibit myointimal hyperplasia.
Female New Zealand rabbits were divided into the following groups (n = 10 each) according
to treatment: group A, Garlic, 800 ugkg'-day™”, orally; group C, cilostazol, 50 mg.day”,
orally; group PS, 10 ml of 0.9% physiological saline solution, orally.

Our primary variable is the difference of the mean of myointimal hyperplasia.

Statistical analysis was performed by using ANOVA and Tukey tests, as well as the Chi-
square test. We calculated the 95% confidence interval (Cl) for each point estimate, and the
P value was set as < 0.05.

Group PS had a mean hyperplasia rate of 35.74% (95% CI, 31.76-39.71%); group C,
16.21% (95% CI, 13.36—-19.05%); and group A, 21.12% (95% CI, 17.26-25.01%); P <
0.0001.

We conclude that garlic has an efficacy to inhibit myointimal hyperplasia.

Keywords: Hyperplasia myointimal. Rabbits. Garlic. Allium sativum. New Zealand

Introduction

Intimal hyperplasia is the universal response of vessels to a chronic structural change that occurs in
denuded arteries, arterialized veins, and in the anastomoses of prostheses used as grafts for bypass;
it is also defined as an abnormal migration and proliferation of smooth vascular muscle cells
associated with the deposition of extracellular connective tissue matrix, which is then accompanied by
remodeling of the new tissue (1).

Intimal hyperplasia has been recognized as a complication of arterial reconstructions since 1906 (2).
The biology of intimal hyperplasia has many of the characteristic features of wounds, e.g., the
inflammation process (3).

There is a great need for ways to prevent or reverse intimal hyperplasia. The myointimal hyperplasia is
reported to be reversible only in the first and second weeks after vascular injury (4), and it depends on
the degree and duration of the causative injury (2).

On the basis of the studies available in the literature (5-9), we found that Allium sativum has beneficial
effects such as anti-inflammatory, antioxidant, hypocholesterolemic, antitumoral, and
antiatherosclerotic actions, which prompted us to test its protective effect against myointimal
hyperplasia. Our aim is to determine the mean difference of postangioplasty myointimal hyperplasia in
the external iliac artery of rabbits with induced atherosclerosis and treated with A. sativum compared
with those treated with cilostazol.

Methods

This study was approved by the research ethics committee of the State University of Health
Sciences of Alagoas (UNCISAL), Maceié, AL, under number 63-A.
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This is a randomized clinical trial in experimental animals for 35 days, including 30 adult female New
Zealand rabbits (Oryctolagus cuniculus; > 4 months old, >2 kg body weight). The animals were equally
divided into the PS group (physiological saline solution, negative control), group C (cilostazol, positive
control), and group A (A. sativum, study drug).

The animals were subjected to experimental atherosclerosis and submitted to induction of
myointimal hyperplasia in the right external iliac artery by angioplasty (10-15).
The exclusion criteria were as follows:

Male rabbits,

Older than 6 months,

Body weight <2 kg,

Previous illness,

Anatomical changes of the studied structures.

The selected rabbits comprised a nonprobability sample of convenience. The animals were grouped
by using simple randomization with the help of a free research randomizer program
(http://www.randomizer.org/form.htm), by using three blocks containing 10 numbers each. Each block
corresponded to the drug used, and the numbers generated corresponded to the animals. Thus, each
animal was assigned a letter and a number corresponding to the group and animal identification (e.g.,
C1—animal 1, cilostazol group; A2—animal 2, A. sativum group). This identification was written with
indelible blue ink on the inside face of the base of the right ear of the animals.

We opted for closed animal handling, and the trial was held in the animal house of origin, under a
forced exhaust ventilation system, with periods of natural luminescence, mean temperature of 20°C,
minimum noise, and humidity of around 50%. The animals were kept in appropriate cages with an
area of 0.64 m2; they had no contact with their natural secretions. The diet consisted of water and
granulated commercial diet (Purina® for rabbits—15% crude protein, 2.5% ethereal extract, 16% fiber
material, 10% ash, 2.5% calcium, 0.42% phosphorus, 13% humidity, 31.58% carbohydrates) given ad
libitum before and during the experiment.

The rabbits were weighed weekly for the assessment of their nutritional status.
The following laws were followed in this study:

e Law 6638, May 8, 1979—Standards for Educational and Scientific Practice of Animal
Vivisection;

* Universal Declaration of Animal Rights, UNESCO, October 15, 1978;

* Law of environmental crimes (Law No. 9,605/1998);

e The guidelines from Directive 2010/63/EU of the European Parliament on the
protection of animals used for scientific purposes.

e The rules of the Brazilian College of Animal Experimentation—COBEA, 1991, on the Ethical
Principles in Animal Experimentation.

All groups were offered 20 mL sifted gem of chicken egg daily, administered orally in the morning with
the aid of a 20 mL syringe, for a period of 100 days (14). The diet was prepared daily, and proper
hygiene was maintained to prevent contamination; the diet was given raw.

After 100 days of administration of the atherogenic diet, it was stopped and myointimal hyperplasia
was induced by means of the following technique: rabbits were weighed and anesthetized with 10
mg.kg'1 xylazine and 40 mg.kg'1 ketamine, intramuscularly, on the proximal side to the right hindpaw,
according to a technique described in the literature (10, 12, 13, 15). Anesthesia was verified by the
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absence of painful reflection in the direct interdigital hold in the right ear. After anesthetic induction,
trichotomy was performed in the lower abdomen and right inguinal region, followed by proper cleaning
of the area, under aseptic conditions and antisepsis with polyvinyl pyrrolidone iodine degerming
solution with 10% active iodine.

We collected 5 mL blood from the central ear vein with a syringe, to 6-mL tubes with a suitable
preservative for biochemical analysis. After collection, the samples were sent for testing in the analysis
laboratory of the Hospital University Luceano Wanderley at the UFPB, where they were centrifuged
and the LDL, VLDL, triglycerides, HDL, and total cholesterol levels were analyzed. Subsequently, a 2—
3-cm skin incision was made in the longitudinal direction in the inguinal fold with scalpel blade (#11) to
expose the femoral artery, which was repaired with a 3-0 cotton thread. A small transverse arteriotomy
was performed with a scalpel blade (#11) for the introduction of a 0.014-in metal guidewire and a
semicompliant catheter balloon (2.5 mm diameter and 20 mm long; balloon/artery ratio, 2.5:1), which
was inserted in the lumen of the femoral right artery in the cranial direction and its position in the right
external iliac artery was determined through visualization of the proximal balloon shoulder to the
dissected inguinal ligament. The balloon catheter was inflated for 1 min until the Rated Burst Pressure
(RBP) of the angioplasty balloon (about 12 atm), leading to distension of the arterial wall. After balloon
deflation and removal of all guidewire balloons, we performed ligation with a 3-0 cotton thread above
and below the arteriotomy. Finally, the skin was sutured with a 4-0 nylon thread. Analgesics (10
mg.kg'1 ibuprofen orally, diluted in drinking water for 2 days) and antibiotics (20 mg.kg'1 ceftriaxone,
intramuscular, single dose) were administered to all groups in the postoperative period, to prevent
animal suffering. Twenty-four hours after surgery, the drug administration began in each group (10-
13).

Group A (A. sativum) received 800 pg.kg'1.day'1 of A. sativum (5, 7) orally for 5 weeks, group PS
(negative control) received 0.9% physiological saline solution orally, 10 mL.day'1 for 5 weeks, and
group C (cilostazol) received cilostazol (batch 20100201, manufacturing date 02/2010, and expiration
date 02/2013; Chinese origin, manufacturer: ZHENJIANG HAISEN, internal batch 1086) at a dose of
50 mg.day"1 (16) for 5 weeks through the oral route.

The drugs were administered during a 5-week period, ending when the animals were anesthetized by
using the above-described technique, and new blood samples were collected for postdose drug lipid
profile analysis. The animals were euthanized with a lethal dose of an anesthetic (150 mg.kg'1
pentobarbital) (16, 17). The right external iliac artery, which received balloon injury due to the surgical
procedure, was collected transabdominally.

Arterial blocks were fixed in 10% formalin for at least 24 h and then prepared for routine light
microscopy, as follows: gradual and increasing dehydration with 70% alcohol until absolute alcohol
concentration was reached; diaphonization in xylene and liquid paraffin embedding at 60°C; and
preparation of paraffin blocks. The paraffin blocks were cut with a microtome in a thickness of 3 ym,
and the sections were mounted on extrafine glass slides (76 x 25 mm). Next, they were stained with
hematoxylin-eosin for general morphology study (15); Verhoeff's stain for the evaluation of elastic
fibers; and Masson's trichrome stain for general morphological study and characterization of elastic
fibers, collagen, and muscle. Then, they were mounted with coverslips and natural resin. Also,
immunohistochemistry assays were performed with the monoclonal HHF35 antibody (12, 15, 18) for
determining the invasive reactions in the artery layers (smooth muscle), and C4d(19, 20) to study the
immune response in the vascular endothelium; in both immunohistochemistry tests, peroxidase was
used as a developer. The slides were prepared and examined under magnifications of 2.5x, 10x, and
40x by a duly accredited pathologist.

For morphometry, a Bioval® optical microscope was used, with the program ToupTekView® version
x86 3.7.2270 (copyright 2003—2013; http://www.touptek.com) and the Opticam® 14 MP digital camera.
The percentage of myointimal area was calculated by using the ImageJ 64 program, where the image
of the vessel was formatted as follows:

* The adventitia area of the vessel was eliminated.

» The remaining image was transformed into 8-bit.
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* The rest of the image formed by the lumen of the vessel and myointimal layer was transformed
into a mask, and the area in pixels was measured; this area was called the total area.

» Then, only the area of the vessel lumen was measured.

» The area of myointimal layer was calculated in pixels by subtracting the light area from the
total area (area of the mean-intima layer with light).

» The percentage was then calculated by dividing the area of the myointimal layer by the total
area.

For stereoscopy of the immunohistochemical results (monoclonal antibody HHF35 and C4d), we took
three random field photos by using a 40x objective, and with each histological slide of each animal in
each group. Then, the 36-point test(21) was used, in which the area of immunomarkers was
calculated by using the formula

A = Vv/2Qa pm?
where
Vv (volume density of the immunomarker) was estimated by counting the points (36-point test);
Vv = Pp/Pt

where Pp is the number of points that touch the immunomarkers, and Pt is the total number of points
in the test area of 200 pmz, which in our case was 36 points.

Qa (number density of nuclei area) was calculated by the formula
Qa = N/At

where N is the number of nuclei counted in the test area and At is our test area, which was 200 pmz.

Masking for microscopy was performed by changing the letter and the initial marking number with
another letter and number known only to the principal investigator. The new description was stored in
an opaque and sealed envelope, which was only opened at the time of data analysis. The pathologists
did not know which method was being used in the target vessel.

The sample size was arbitrated within thirty rabbits, 10 (ten) for each group studied; since in the
literature there are studies that prove acceptable statistical results with fewer animals in the
experiment with similar animal model (5, 12, 14, 17).

We also sample size calculation using the online calculator LEE (Epidemiology and Statistics
Laboratory), the free website: http://www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/di_1_pro_tes.html, which
resulted in n = 9 (nine) for each group. To calculate the hypothesis test for a proportion the following
parameters were used:

* Proportion of the population: 0.5% as suggested by the calculator
* Proportion suggested in the survey: 30%, a value arbitrary.

» Significance level: 5%
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* Test power: 95%
* Hypothesis testing: two-tailed

Data were collected in a standardized form and stored in a spreadsheet (Microsoft Excel® 2011 for
Mac, USA). Data entries were made independently.

Descriptive analysis was performed by calculating the 95% CI for each estimated point. Calculations
were performed with the aid of statistical program Prism 6 for Mac OS X version 6.0b (October 3,
2012). Our hypotheses were as follows:

—H,: Ma = M¢ = Mg (the frequency difference of the mean myointimal hyperplasia is the same among
the studied drugs).

— Hq: Ma = Mc = Mg (the frequency difference of the mean myointimal hyperplasia is different between
groups.)

ANOVA tests were used (one-way and two-way) (17) with confirmatory testing: Tukey
(multicomparative) for quantitative data and the Chi-square test for qualitative data, both with
two-tailed hypothesis. Where the two-way analysis of variance test was used for continuous
temporal variables and the one-way test was used for transverse continuous variables.
Furthermore, the Tukey test was used for quantitative data (continuous variables) because
there was more than one group with different drugs (17), whereas the x? test was used for
qualitative data (nominal categorical variables).

We use a value of alpha (a) < 0.05 in the statistical test to reject the null hypothesis.

Results

For the primary variable, the following results were obtained (Figures 1 and 2):
Cilostazol x A. sativum: mean -4,92 95% CI (-10.50 to 0.07) P = 0.0928

PS 0,9% x A. Sativum: mean 14.61 95% CI (9.03 to 20.20) P < 0.0001
PS 0,9% x Cilostazol: mean 19.53 95% (13.94 to 25.12) P < 0.0001

Considering the area of intrusion or modification of myointimal cells in the muscle layer, characterized
by the immunohistochemical marker HHF35 monoclonal antibody (Figure 4), we obtained the following
results:

» Negative control group, PS: mean, 8.35 pmz; 95% ClI, 5.74-10.96 pmz,

« Positive control group, cilostazol: mean, 14.47 pmz; 95% CI, 8.06—20.88 pmz,
* Treated group, A. sativum: mean, 11.52 um?; 95% Cl, 7.09-15.96 um?,

with P = 0.1387 and not significant in the Tukey test.

Considering the inflammatory area by complement and characterized in this study by the
immunohistochemical marker C4d (Figure 5), we obtained the following results:

* Negative control group, PS: mean, 3.50 um?; 95% Cl, varying from 2.11 to 4.89 um?,

+ Positive control group, cilostazol: mean, 3.98 um?; 95% Cl, varying from 2.83 to 5.14 um?,
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* Treated group, A. sativum: mean, 4.16 pmz; 95% Cl, varying from 1.66 to 6.67 pmz,
with P = 0.8295 and not significant in the Tukey test.

From the morphological results, we observed that there was no standardization of myointimal
hyperplasia, as in some animals, hyperplasia occurred only in the intimate layer characterized by its
elevation with invasion to the vessel lumen and the presence of foam cells without muscle invasion
and other animals with muscle invasion (Figure 3 - Left). Some animals showed changes only in the
muscle layer (middle), and the arterial intimal layer was spared; these changes were characterized by
calcium deposition at different levels (Figure 3 - Right).

Considering the immunohistochemical analysis with the HHF35 monoclonal antibody for the muscle
cells, there was also no myointimal hyperplasia pattern, because we observed that the animals had
hyperplasia with muscle invasion or muscle metaplasia in the intimate vascular network (Figure 4 -
Left), as well as no muscle change (Figure 4 - Right).

By observing the immunohistochemical marker C4d (Figure 5), it was determined that there was no
inflammatory standardization in the intima layer, considering that some animals had intimal
hyperplasia without inflammatory reaction by the complement system and others with inflammation.

Concerning the mean difference of total cholesterol (Table 1) between the A. sativum and the 0.9%
PS groups, we obtained 32.150 mg/dL with 95% CI varying from -41.384 to 105.684 mg/dL. The mean
difference between the cilostazol and 0.9% PS groups was -26.750 mg/dL, with 95% CI varying from -
100.284 to 46.784 mg/dL. However, between the cilostazol and A. sativum groups, the mean
difference was -58.900 mg/dL with 95% CI from -132.434 to 14.634 mg/dL. From two-way ANOVA, we
obtained P = 0.0165; however, the results were not significant in the Tukey test. Thus, there was no
difference between groups in total cholesterol.

The difference of high-density lipoprotein (HDL) cholesterol mean between A. sativum and 0.9% PS
was 4.325 mg/dL with 95% ClI varying from -6.667 to 15.317 mg/dL. The mean difference between the
cilostazol and 0.9% PS groups was 0.570 mg/dL, with 95% CI of -10.422 to 11.562 mg/dL. On the
other hand, between the cilostazol and A. sativum groups, the mean difference was -3.755 mg/dL with
95% CI of 7.237 to -14.747 mg/dL. From two-way ANOVA, we obtained P = 0.0199; however, in the
Tukey test, there was no significant difference between the groups.

For very low-density lipoprotein (VLDL), the mean differences between the A. sativum and 0.9% PS,
cilostazol and 0.9% PS, and cilostazol and A. sativum groups were infinitely in two-way ANOVA (P =
0.8107); thus, there was no difference between groups concerning VLDL cholesterol. The Tukey test
was not done, given that the ANOVA result was not significant.

Nevertheless, the mean difference in triglycerides between the A. sativum and 0.9% PS groups was
21.600 mg/dL, with 95% CI varying from -58.974 to 102.174 mg/dL. Between the cilostazol and 0.9%
PS groups, the mean difference was -34.950 mg/dL, with 95% CI varying from -115.524 to 45.624
mg/dL. Between the cilostazol and A. sativum groups, the mean difference was -56.550 mg/dL with
95% CI of -137.124 to 24.024 mg/dL. The calculation with two-way ANOVA obtained P = 0.2013, and
the Tukey test was not significant; thus, there was no difference between groups.

Concerning the effect on the liver of the tested substances, P = 0.5853 was obtained for the presence
of steatosis in all groups, with a mean of five animals for the 0.9% PS group, with 95% CI of -58.53 to
68.53; a mean of five rabbits for the cilostazol group, with 95% CI varying from -45.82 to 55.82; and a
mean of five rabbits for the A. sativum group, with 95% ClI of -45.82% to 55.82.

Cholangitis of the liver occurred in a mean of five animals for the 0.9% PS group, with 95% CI of -7.70
to 17.71; a mean of five animals for the cilostazol group, with 95% CI of 5; and a mean of five rabbits
for the A. sativum group, with 95% CI varying from -20.41 to 30.41 (P = 0.6592).

Portal infiltration of the liver was found in a mean five animals for the 0.9% PS group, with 95% CI of
3.59 to 6.41; a mean of five animals for the cilostazol group, with 95% CI of 0.76 to 9.24; and a mean
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of five rabbits for the A. sativum group, with 95% ClI varying from 2.18 to 7.82 (P = 0.6211).

Discussion

We partially accepted hypothesis H1 because the results obtained in the experimental group (A.
sativum) were similar to those obtained in the positive control (cilostazol), but differed from those
obtained in the negative control (0.9% physiological saline solution). However, the tested drug had no
effect on the inhibition of myointimal hyperplasia, since the result obtained was the same as the
positive control.

A. sativum was chosen as the target drug in the study to inhibit myointimal hyperplasia because,
according to Efendy et al (5), Campbell et al (7) and Yamaji et al (9), it has an anti-atherosclerotic
effect. Moreover, according to Lau et al (8) and Kwon et al , A. sativum has a hypocholesterolemic
effectt; furthermore, Borek (6) reported that it has antitumor, anti-inflammatory, and antioxidant effects.
Hence, there was a great possibility that A. sativum would act favorably in the inhibition of myointimal
hyperplasia. The dose of 800 pg.kg'1.day'1 was chosen as the test dose in the present study, as
Efendy et al (5) reported that 800 pg.kg'1.day'1 of crude extract of garlic can inhibit the development of
fat layers and the accumulation of cholesterol in the vessel walls, thus protecting them against the
development of atherosclerosis. The use of A. sativum in its original form as based on the study by
Borek (6), who found that allicin—a component of A. sativum—is unstable in solution, as it is a lipid-
soluble, volatile organosulfur compound. Thus, it is essential that the maximum possible amount of the
active substances of A. sativum is retained.

Rabbits were chosen for the study because, according to research performed by Ferrer et al (22), the
rabbit is a valid atherogenic vascular injury model. Takagi et al (13) proved that the hyperplasia
occurring in rabbits is similar to that occurring in human coronary arteries, besides Yla-Herttuala et al
(23) demonstrated that both rabbits and humans have a common pattern of inflammatory reactions in
the complement system.

In particular, female rabbits were chosen because according to the literature, there is no difference in
the use of female and male rabbits for this type of study (17, 22, 24).

Egg yolk was chosen to induce atherosclerosis in female rabbits because Srilatha et al and Santos
(14) have demonstrated that this is a cheap and effective method.

The balloon diameter used was safe and effective, according to Ferrer (22), Gellman (10), and other
researchers (11).

The immunohistochemical study of specimens was conducted with monoclonal HHF35 (12, 15, 18)
and polyclonal C4d (19, 20) in an attempt to establish the mechanism of action of the drugs, given that
the former is a marker for muscle cells and the C4d is a marker for the inflammatory process mediated
by the complement system. Yla-Herttuala et al (23) demonstrated the action of the complement
system in atherosclerotic lesions and Tsai et al (16) identified the inhibitory activity of p38 by using
cilostazol. Since the inhibition of p38 has been associated with possible therapeutic effects on
autoimmune diseases and inflammatory processes (25), we chose to assess the effect of A. sativum
on inflammation through the complement system; then we used the marker C4d. However, in all
animals, no statistical difference was observed with regard to muscle invasion in the intima as well as
the inflammatory process mediated by the complement system in the myointimal wall. Therefore, the
study was not able to characterize the manner in which the inhibition or decrease of myointimal
hyperplasia occurred, given that there was no statistically significant inhibition of muscle invasion or
reduction of the inflammatory process, with the use of A. sativum or cilostazol.

In the morphometric analysis, there was no pattern of hyperplasia among the groups because some
animals had hyperplasia of the muscle layer with breakdown of muscle cells and calcium deposition;
others only had a change of intima such as stratification of the intimal layer and muscle invasion; and
others showed change in two layers, suggesting that there are various mechanisms underlying the
development of myointimal hyperplasia, even though there were only two induction mechanisms —
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the hypercholesterolemic diet and endothelial injury (balloon). However, these findings are in contrast
with those from the literature, which states that the distribution of hyperplasia may be intimal, diffuse,
focal, or within the body vessel. Furthermore, Van Craeyveld et al (24) found that the main changes of
atherosclerosis and hyperplasia actually occurs in the deep layers of the vessel (muscle) and not in
the intima. The staining method of Verhoeff, which is used for elastic fibers, was carried out to try to
define the intima and the muscle of vessel to calculate only the intimal hyperplasia; however, it was
not effective in this delimitation. Therefore, we studied the myointimal layer.

A. sativum and cilostazol were able to inhibit myointimal hyperplasia in 40.9% and 54.64% of animals,
respectively, as compared to the negative control (0.9% physiological saline solution), demonstrating
the effectiveness of both substances. Although the proportion of animals exhibiting myointimal
hyperplasia inhibition was 13.74% higher with cilostazol than with A. sativum, the fact that cilostazol is
a drug that is already the active ingredient should be considered. Thus, even though a plant in its
original form was used, without isolation of the active principle, a statistically similar result was
obtained.

A. sativum and cilostazol were not able to reduce the lipid levels, thus our results are consistent with
the current findings (5, 7, 26) did not observe a difference in the lipid levels following in the dose of
800 pg.kg'1.day'1 in rabbits. Others studies (27, 28) indicated that the hypolipidemic action of garlic
was observed only after 2 to 6 months of continuous administration of A. sativum, thus suggesting that
the time used to conduct this study (35 days) was not sufficient to observe such a hypolipidemic effect,
which was also reported by Ried et al (29).

With regard to the safety of A. sativum, the use of this drug in animals for the inhibition of myointimal
hyperplasia was successful, without any difference in the presence of steatosis, cholangitis, and portal
infiltration between groups. A. sativum has a LD50 of 3034 mg.kg'1 and maximum dosage without side
effects of 2200 mg.kg'1 (30); moreover, it is not contraindicated in pregnant animals (26).

The research carried out in this study paves the way for a new drug against myointimal hyperplasia,
which is the main cause of failure of both coronary as well as peripheral angioplasties that lead to
reinfarctions and failure of vascular grafts, and consequently to the need for amputations in many
people, particularly diabetic patients.

This research forms the basis for further research, and allows for:

* Another study to be performed using higher doses of A. sativum, as this study used only
the plant and not even an extract, and still matched the protective effect of an expensive
drug, which can be useful in the third world population.

* Further research to be conducted with crude extract, followed by fractionation of this extract
to obtain its active ingredient.

In conclusion: Allium sativum had the same efficacy in inhibiting myointimal hyperplasia
when compared to the positive control, Cilostazol.
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Figure and table legends



Table 1: Absolute values of total cholesterol (mg/dL)

Cilostazol Allium sativum 0.9% PS
Initial Final Initial Final Initial Final
46 30 48 36 48 50
32 34 36 49 35 59
31 29 23 36 194 97
44 34 80 43 37 39
37 33 39 39 35 38
39 50 30 29 45 41
37 46 44 28 28 28
42 26 20 82 25 34
24 29 897 228 40 31
40 28 62 40 302 40

Mean 35.55 (95%Cl 31.72 a 39.38) 94.45 (95%ClI -23.41 2 212.3) 62.30 (95% CI 25.55 a 99.05)

® 0.9% Physiological

50~ saline solution (PS)
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PS 0,9% :mean 35.74% 95% ClI 31.76% to 39.71%
Cilostazol : mean 16.21% 95% Cl 13.36% to 19.05%
A. sativum: mean 21.12% 95% Cl 17.23% to 25.01%
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Figure 1 — Mean rate of myointimal hyperplasia



95% Confidence Intervals (Tukey)

e Difference between

Cilostazol - Allium sativum-= l—o—l group means
PS 0.9% - Allium sativum-= —e—
: ANOVA One-Way:
: P <0,0001
PS 0.9% - Cilostazol- —e—
1 I 1 1 1
-20 -10 0 10 20 30

Difference between group means
Cilostazol - Allium sativum: mean -4.92 95% CI(-10,50 to 0.07) P =0.0928

PS 0,9% - A. sativum :mean 14.61 95% CI ( 9.03 t0 20.20) P <0.0001
PS 0,9% - Cilostazol :mean 19.53 95% CI (13.94 t0 25.12) P <0.0001

Figure 2 — The difference between the means of groups (myointimal hyperplasia)
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Figure 3. LEFT - Isolated intimal hyperplasia. The blue arrow indicates hyperplasia.
Yellow arrows indicate the foam cells. Masson, 10x; scale, 1/10 mm. RIGHT -
Calcifications in the middle layer (externally). The blue arrows indicate the
calcifications. Yellow arrow indicates the normal muscle. Masson, 4x; scale, 2/10 mm
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Figure 4. LEFT - Hyperplasia with muscle invasion in the intima. Yellow arrows
show the internal elastic limiting membrane, and blue arrows show positivity to
HHF 35 polyclonal antibody in the intimal hyperplasia. HHF 35 monoclonal,
40x; scale, 2/100 mm. RIGHT- Hyperplasia without muscle invasion in the
intima. Blue arrows indicate hyperplasia without muscle invasion. HHF 35
monoclonal, 10x; scale, 1/10 mm.
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4 -

Figure 5. LEFT - Hyperplasia without active inflammation in the intima. Yellow
arrows point to the internal elastic limiting membrane, and the blue arrows
indicate a hyperplasia. C4d, 40x; scale, 2/100 mm. RIGHT - Hyperplasia with

active inflammation in the intima. Yellow arrows indicate C4d positivity (brown

grain), and blue arrows indicate the hyperplasia. C4d, 40x; scale, 2/100 mm.



