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PALAVRAS-CHAVE Resumo

HDL; Fundamento: Camundongos knouckout para o gene do receptor de lipoproteina de baixa
Inflamacéo; densidade (LDLr-/-) séo hiperlipidémicos espontaneos e resistentes ao desenvolvimento de
Hiperinsulinemia; lesGes neointimais.

Sistema Objetivos: O presente estudo teve como objetivo determinar o fator que previne o processo
cardiovascular; inflamatorio, as lesdes neointimais cardiovasculares e a resisténcia insulinica nos camundongos
Dislipidemia LDLr-/-.

Material e métodos: Utilizaram-se trés grupos experimentais de camundongos machos com
trés meses de idade: Grupo WT, camundongos selvagens; Grupo S, camundongos LDLr-/- que
receberam ragéo padrdo; Grupo HL, camundongos LDLr-/- que receberam racéo hiperlipidica.
Apo6s 15 dias, o sangue foi coletado para analise plasmatica dos lipideos, glicose e insulina. O
indice de Homa foi calculado para determinar a resisténcia a insulina. O coracdo e aorta foram
removidos e processados histologicamente. Cortes histoldgicos do coragao foram processados
imunoistoquimicamente com anticorpo anti-CD40L para avaliar a presenca de processo
inflamatério. Cortes histolégicos das artérias foram corados com hematoxilina/eosina e
picrosirius red para avaliar alteragcdes morfoldgicas e morfométricas.

Resultados: Os camundongos S foram resistentes ao processo inflamatério, caracterizado
por baixa imunorreatividade para o CD40L, com niveis plasmaticos de HDL elevados, e n&o
desenvolveram resisténcia insulinica, mesmo com hiperlipidemia moderada em relacdo aos WT.
Os camundongos HL apresentaram uma hiperlipidemia grave, aumento na imunorreatividade
cardiaca para o CD40L, pronunciadas alteracdes morfoldgicas na parede da aorta e resisténcia
insulinica, associadas a um decréscimo nos niveis plasmaticos do HDL em relagdo aos S. Esta
hiperlipidemia grave dos camundongos HL pode ser considerada o fator metabolico indutor
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Introducéao

do maior estresse oxidativo no sistema cardiovascular, aumentando a peroxidacéo lipidica da
molécula de HDL e consequentemente sua remogao hepatica, com consequente diminuig¢do dos
niveis plasmaticos do HDL.

Conclusdo: O nivel plasmatico elevado de HDL é o fator protetor contra o desenvolvimento
de processos inflamatérios cardiovasculares e resisténcia insulinica nos camundongos LDLr-/-,
impedindo o desenvolvimento das les6es neointimais.

© 2010 Sociedade Portuguesa de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos os direitos
reservados.

Anti-inflammatory effect of high-density lipoprotein on the cardiovascular system
of hyperlipidemic mice

Abstract

Introduction: LDLr-/- mice are spontaneously hyperlipidemic and resistant to the development
of neointimal lesions.

Objectives: This study aimed to determine the factor that prevents the inflammatory process
and neointimal lesions and insulin resistance in LDLr-/- mice.

Methods: Three groups of 3-month-old male mice were used: wild-type mice (WT group);
LDLr-/- mice fed a standard diet (S group); and LDLr-/- mice fed a high-fat diet (HF group).
After 15 days, blood was collected for analysis of plasma lipids, glucose and insulin. The HOMA
index was calculated to determine insulin resistance. The heart and aorta were removed for
histological study. Histological sections of the heart were processed immunohistochemically
with anti-CD40L antibodies to evaluate the inflammatory process. Histological sections of the
aorta were stained with hematoxylin/eosin and picrosirius red to assess morphological and
morphometric alterations.

Results: The S mice were resistant to the inflammatory process, as shown by low
immunoreactivity to CD40L, with high plasma HDL levels, and did not develop insulin resistance,
even with moderate hyperlipidemia compared to WT. The HF mice showed severe hyperlipidemia,
increased cardiac immunoreactivity to CD40L, pronounced morphological changes in the aortic
wall and insulin resistance, associated with a decrease in plasma HDL levels, compared to S.
This severe hyperlipidemia in the HF mice can be considered the major metabolic factor
inducing oxidative stress in the cardiovascular system, increasing the lipid peroxidation of
HDL and hence its removal by the liver, with consequent lowering of plasma HDL levels.
Conclusion: High HDL plasma levels are a protective factor against the development of
cardiovascular inflammation and insulin resistance in LDLr-/- mice, preventing the development
of neointimal lesions.

© 2010 Sociedade Portuguesa de Cardiologia. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Estudos mostraram que os processos inflamatérios® induziram
a resisténcia insulinica. O papel exercido pela resisténcia a

A relacdo entre disturbios metabdlicos e doencas
cardiovasculares tem sido firmemente estabelecida. Dentre
estas patologias, destacam-se a aterosclerose, hipertensdo
arterial, hiperlipidemia! associadas a baixa concentracéo
plasmatica da lipoproteina de alta densidade (HDL), aumento
da concentracéo da lipoproteina de baixa densidade (LDL),
disfuncdo endotelial? e diabetes®, as quais apresentaram
como denominador comum o processo inflamatorio e a
resisténcia insulinica. O papel do receptor CD40 e seu
ligante CD40L como sinalizadores inflamatoérios envolvidos
na hipertrofia cardiaca* e aterosclerose® é evidente em
diferentes estégios. A CD40L é uma proteina transmembrana
que exerce um efeito pré-oxidante. A sua interac¢do com seu
receptor CD40 induz a resposta inflamatoria, favorecendo o
sindrome coronariana aguda®, a ativagao da via NFkappa B’ e
a fosforilagdo do IKK (inibidor Kappa B quinase), ativando
genes envolvidos na inflamacé&o e na hipertrofia cardiaca®.

insulina esta associado a hiperinsulinemia compensatoria.
Na tentativa de ultrapassar a inibi¢cdo da via de sinalizagéo
insulinica, a hiperinsulinemia pode continuar a estimular a
via de sinalizacdo mitogénica da insulina, exercendo seus
efeitos indesejados na biologia cardiovascular®.

O risco do desenvolvimento de doencas cardiovasculares
esta diretamente relacionado com os niveis plasmaticos de
LDL colesterol e inversamente associado com a concentracéo
de HDL colesteroll. Recentemente, pesquisas com
camundongos deficientes para o receptor de LDL (LDLr-/-)
mostraram que esses animais desenvolveram hiperlipidemia
espontanea moderada, porém, sao resistentes ao
desenvolvimento de lesGes neointimais na artéria carétida’? e
menor stress oxidativo arterial'®, quando alimentados com
dieta padrdo para roedores. Entretanto, quando alimentados
com dieta hiperlipidica, tornaram-se susceptiveis as lesées
neointimais'? e apresentaram maior stress oxidativo arterial,
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com desenvolvimento da placa de aterosclerose®®. No
presente estudo procuramos mostrar o fator que previne
0 processo inflamatdrio, as lesdes neointimais no sistema
cardiovascular e a resisténcia insulinica nos camundongos
LDLr-/- alimentados com dieta padréo para roedores.

Material e métodos

Protocolo animal

Os experimentos foram realizados em camundongos
selvagens (cepa C57BL6) e em camundongos homozigotos
para a auséncia do gene do receptor de LDL (LDLr-/-)
gerados no background C57BL6, machos com trés meses de
idade, pesando 22 + 3 g. Os animais foram adquiridos no
Laboratorio Jackson - Estados Unidos da América - e criados
no biotério da Universidade de Alfenas (Alfenas, MG, Brasil),
com controle de temperatura e ciclo claro/escuro (12 h). Os
camundongos foram divididos em trés grupos experimentais:
Grupo WT (n = 6), camundongos selvagens, 0s quais
receberam racdo padréo para roedores (Nuvital®); Grupo S
(n=6), camundongos LDLr-/- que receberam ragdo padréo
para roedores (Nuvital®); Grupo HL (n =6), camundongos
LDLr-/- que receberam ragéo hiperlipidica com 20% de
gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5 % de acido cdlico.
Todos os animais receberam 4gua ad libitum e as respectivas
dietas durante 15 dias.

Apo6s 15 dias de experimento, os camundongos
permaneceram por jejum de 12 horas e em seguida foram
anestesiados por via intraperitonial (ip) utilizando-se
Xilazina/Ketamina (Bayer AS e Parke-Davis® na concentragdo
de 6740 mg/Kg, respectivamente). O sangue foi coletado
por puncado do plexo venoso retro-orbital, para analise
plasmatica da glicose, da insulina, de triglicérides, do
colesterol total e suas fragdes (LDL, HDL, VLDL). Em seguida,
apos a toracotomia, o coracdo e a artéria aorta foram
removidos. O uso dos animais e o protocolo experimental
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Unifenas, sob parecer n® 03A/2007.

Andlise plasmética

O plasma foi obtido por centrifugacéo do sangue (3000 rpm
por dez minutos). A concentragdo plasmatica da glicose
foi mensurada pelo método enzimético colorimétrico,
de acordo com a técnica proposta por Trinder4. O nivel
plasmatico da insulina foi mensurado usando-se um kit
comercial ELISA especifico (DAKO Ltd, High Wycombe, Bucks,
UK). O indice de Homa (Homa,,) foi calculado pela formula:
{Homa, = insulinemia de jejum [mU/L] x glicemia em jejum
[mmol/L]}/22,5}, para determinar a resisténcia insulina.

Na mensuracgédo dos lipideos plasmaticos (triglicérides,
colesterol total e HDL), foram utilizados ensaios enzimaticos
como descritos por Hedrick et al.*s. O LDL foi determinado
pela férmula de Friedewald¢ e o VLDL, conforme descrito por
Tian et al.*2.

Procedimento histoldgico e imunoistoquimico

Logo apds a remogdo, o coracgéo foi dissecado e o ventriculo
esquerdo foi isolado e fixado por 24 horas em formalina a

10% juntamente com a artéria aorta. Em seguida, foram
incluidos em parafina para cortes histoloégicos de quatro
micrometros de espessura, segundo Junqueira et al.*’. Os
cortes histoldgicos dos ventriculos foram tratados com
peroxido de hidrogénio a 3% para bloquear a atividade
da peroxidase enddgena. Foi feito o bloqueio dos sitios
inespecificos com leite desnatado 2% diluido em PBS
(phosphate-buffered saline) 10 Mm pH 7,4. As laminas foram
incubadas por 12 horas com anticorpo policlonal produzido
em coelho anti-CD40L (Santa Cruz® 1:50) em céamara
hamida. Apos a incubagédo com o anticorpo primario, foi
feita a incubac&@o com anticorpo secundario biotinilado (kit
Dako® LSAB+), durante uma hora a 37 °C. Para evidenciar
as areas imunorreativas, os cortes foram incubados com
o complexo conjugado com peroxidase (Dako® LSAB+),
durante 45 minutos a 37 °C e colocados em solucao de
cromogeno (50 mg de DAB em 50 ml de PBS com 3 ml de
agua oxigenada 10%) por trés minutos. Apds contracoloracéo
com hematoxilina de Harris (Sigma®) por 25 segundos,
as laminas foram montadas e analisadas em microscopio
optico. As fotomicrografias foram analisadas pelo software
LGMC-image versdo 1.0 e as porcentagens fracionais da area
imunorreativa para o CD40L do miocardio foram adquiridas'e.

Para analises das alteragdes morfoldgicas e para
morfometria, os cortes histoldgicos da aorta foram corados
com hematoxilina/eosina. A medida das areas luminal, média e
intima foram realizadas pelo software LGMC-image versdo 1.0. A
area média é a area entre a lamina eléstica externa e a lamina
elastica interna. A area intima € a area entre a face interna da
lamina eléastica interna e superficie endotelial do lGmen?2.

Cortes histoldgicos da artéria aorta também foram
corados com picrosirius red para analise quantitativa do
colageno. Foram obtidas quatro fotomicrografias, a partir
de um mesmo ponto pré-fixado dos cortes transversais
das aortas de cada animal, utilizando-se a camara digital
acoplada ao programa Leica IM50 (versdo 1.20). Os cortes
corados com picrosirius red foram analisados com luz
polarizada. Cada fotomicrografia foi analisada pelo software
LGMC-image versdo 1.0, por meio do qual foram adquiridas
as porcentagens fracionais de colageno'® referentes as
areas marcadas em vermelho pelo picrosirius red. As
percentagens de colageno foram quantificadas nas areas
média e intima da parede das artérias. Na quantificacdo da
area total inclui-se a area adventicia.

Todas as analises histolégicas foram executadas por um
Gnico examinador, utilizando o método duplo cego.

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média * erro padrao da
média (EPM). A andlise de variancia (ANOVA), seguida
de teste de Tukey, foi utilizada para comparar as médias
entre diferentes grupos. As diferencas foram consideradas
significativas quando o valor de p <0,05.

Resultados

Os camundongos do grupo S ndo apresentaram diferencas
guanto ao nivel plasmatico de glicose e insulina e ao
indice de Homa (HOMA,,) quando comparados com 0 grupo
WT (Tabela 1). Entretanto, os camundongos do grupo HL
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Tabela 1 Comparacéo dos niveis plasmaticos de glicose, insulina e lipideos; indice de Homa (HOMA,) e as relacdes
do colesterol (LDL/HDL e CT/HDL) nos camundongos dos grupos experimentais WT, S e HL

Grupos experimentais WT S HL
n 6 6 6
Glicose (mMol/L) 5,4+0,2 5,5+0,1 5,6 £0,1
Insulina (mU/L) 2,7+0,6 2,7+0,2 5,8 £0,93,
indice de Homa,, 0,7 £ 0,05 0,7 £ 0,06 1,5+ 0,282
Triglicérides (mg/dL) 88,5+ 3,3 123,5 + 4,09 142,8 + 6,62
Colesterol total (mg/dL) 128,5+ 8,2 225,5 £ 10,02 631,2 + 32,02P
HDL (mg/dL) 46,8 +1,7 59,2 £ 2,22 25,5 £1,925
LDL (mg/dL) 64,0+2,0 141,5 + 8,62 577,2 + 31,92
VLDL (mg/dL) 17,7+0,7 24,8+ 0,9 28,5+ 1,330
LDL/HDL 1,37 £ 0,07 2,40 +£0,14 22,64 +2,232b
CT/HDL 2,75+ 0,08 3,81 +£0,09 24,75 £ 2,242

Os valores foram expressos como média + EPM.

CT, colesterol total; HDL, lipoproteina de alta densidade; LDL, lipoproteina de baixa densidade; VLDL, lipoproteina de muito baixa

densidade.
3p < 0,05 comparado com WT; Pp < 0,05 comparado com S.

apresentaram marcado aumento quanto ao nivel plasmatico
de insulina e do indice de Homa quando comparados com 0s
grupos S e WT (Tabela 1).

Na analise do perfil lipidico, verificou-se uma hiperlipidemia
média nos camundongos do grupo S, com niveis plasmaticos
de triglicérides e colesterol total (CT) aumentados quando
comparado com o grupo WT (Tabela 1). Os camundongos
do grupo HL apresentaram hiperlipidemia severa em relagdo
aos grupos S e WT (Tabela 1). Quanto as fracdes do colesterol,
observou-se um aumento nos niveis de HDL, LDL e VLDL
no grupo S em comparacao ao grupo WT (Tabela 1), e os
camundongos do grupo HL apresentaram uma diminui¢do nos
niveis plasmaticos do HDL e um marcado aumento nos niveis
de LDL e VLDL em comparacéo aos outros grupos (Tabela 1).
Observou-se também que as relagdes LDL/HDL e CT/HDL foram
superiores no grupo HL quando comparado ao S (Tabela 1), ndo
havendo diferencas entre os grupos S e WT (Tabela 1).

Os camundongos do grupo S apresentaram
imunorreatividade para CD40L no miocardio e na artéria
coronaria quando comparados com os do grupo WT. Esta
imunorreatividade foi potencializada nos camundongos do
grupo HL (cor marrom na Figuras A e B, Tabela 2).

Na analise morfolégica e morfométrica das areas intima
e média da artéria aorta, os camundongos dos grupos
S e HL apresentaram um remodelamento arterial em
comparacao com o grupo WT. Esse remodelamento arterial
foi caracterizado pelo aumento na area intima e entre as
fibras elasticas na area média (Figura C e Tabela 2), e por
um maior depésito de colageno nas tunicas média-intima
e do colageno total nas tunicas intima, média (Tabela 2) e
adventicia (Tabela 2 e Figura D). O remodelamento arterial
dos camundongos HL foi muito mais expressivo quando
comparado com o grupo S (Tabela 2, Figuras C e D).

Discussao

No presente estudo, observamos que os camundongos do
grupo S foram resistentes ao desenvolvimento das les6es

na parede da aorta e ao processo inflamatério cardiaco,
caracterizado pela baixa imunorreatividade do tecido
cardiaco para o CD40L. Interessantemente, observamos que
0s camundongos do grupo S apresentaram niveis plasmaticos
de HDL elevados, e ndo desenvolveram resisténcia insulinica,
mesmo com hiperlipidemia espontanea moderada, quando
comparados com grupo WT. Os camundongos do grupo
HL apresentaram uma hiperlipidemia grave, marcado
aumento na imunorreatividade cardiaca para o CD40L,
pronunciadas alteragdes morfoldgicas na parede da aorta e
resisténcia insulinica, associadas a um decréscimo nos niveis
plasmaticos da fracdo HDL quando comparados com os do
grupo S.

Estudos mostraram que a aterosclerose é uma doencga
inflamatdria? e as principais hipdteses da aterogénese
descritas nas Ultimas décadas séo a do transporte reverso
do colesterol®® e da oxidagdo da LDL?%. Ambas as hipdteses
apontam o papel central da LDL oxidada como iniciadora, e
do HDL como protelador da aterogénese®. O aumento do HDL
nos camundongos do grupo S, observado em nosso estudo,
pode estar desempenhando um papel protetor cardiovascular
devido a sua agdo antioxidante®. Essa agdo esta relacionada
a sua proteina apoA-l com capacidade de remover 0s
hidroperéxidos de lipideos da LDL?!. Além disso, a molécula
de HDL tem capacidade de destruir os hidroperéxidos de
lipideos que oxidam os fosfolipideos da LDL, pela agéo
das enzimas paraoxonase-1?? e paraoxonase-323. N0ss0S
resultados corroboram com os encontrados por Krieger et
al.*®, que mostraram que camundongos LDLr-/- alimentados
com dieta padréo para roedores apresentaram menor stress
oxidativo na artéria aorta, quando comparados com 0s
alimentados com dieta hiperlipidica.

O papel anti-inflamatério da HDL no nosso estudo pode
estar relacionado a uma diminuicao do stress oxidativo®.
Além disso, a HDL também inibe a expressdo das
moléculas de adesdo na superficie das células endoteliais
(VCAM-1, ICAM-1 e Selectina E) induzidas pelas citocinas
pré-inflamatorias®®, o que diminui a transmigracao dos
mondécitos para a regidao subendotelial. Esses efeitos
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WT

HL

Figura Fotomicrografias de cortes histoldgicos transversais do ventriculo esquerdo mostrando area imunorreativa para CD40L no
miocardio e artéria coronaria (cor marrom — A e B); Fotomicrografias de cortes histologicos da aorta corados com HE (C) e picrosirus

red (D). HL: hiperlipidémico; S: padrdo; WT: tipo selvagem.

explicam a prevencédo na inflamacéao cardiovascular,
caracterizada pela baixa expressdo do CD40L na artéria
coronaria e no miocardio, e a prevencéo do desenvolvimento
das alteragdes morfoldgicas da parede da aorta em situacéo
de hiperlipidemia moderada, observada nos camundongos
do grupo S. Assim, o determinante do menor stress oxidativo
arterial descrito por Krieger et al.*® e a maior resisténcia
no desenvolvimento das lesdes arteriais, descrita por Tian
et al.*2 nos camundongos LDLr-/- alimentados com dieta
padréo, pode ser o nivel plasméatico do HDL aumentado,

observados no nosso estudo, quando comparados com 0s
camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica.

Ainsulina induz a fosforilagdo em tirosina do substrato do
receptor de insulina (IRS-1), enquanto agentes que provocam
a resisténcia insulinica, tais como TNFa, acidos gordos
livres, stress oxidativo e a inflamagéo induzem a ativacéo de
quinases de serina/treonina que fosforilam o IRS-1 em serina,
inibindo sua funcao®. A resisténcia insulinica associada a
hiperinsulinemia néo foi observada nos camundongos do grupo
S, mostrando que o efeito antioxidante / anti-inflamatério
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Tabela 2 Comparagdo da percentagem da area imunorreativa para o CD40L no miocardio, da area da intima, da area
da média, da percentagem de coldgeno na camada média-intima e colageno total da artéria aorta nos camundongos

dos grupos experimentais WT, S e HL

Grupos experimentais WT S HL
n 6 6 6
Area imunorreativa para CD40L no miocéardio (%) 0,0+0,0 3,4+0,22 7,7+0,3%b
Area média (pum2) 74904 + 884 73960 + 981 85638 + 16182
Colageno média-intima (%) 3,4+0,2 5,5+0,22 [2EE0R52E
Colageno total (%) 14,4+ 0,5 15,8+0,32 18,6 £ 0,62°

Os valores foram expressos como média + EPM.
3p < 0,05 comparado com WT; °p < 0,05 comparado com S.

do HDL nestes animais pode estar prevenindo a oxida¢@o dos
substratos do receptor da insulina. Muitos estudos em vitro
e em modelos animais demonstraram que varias citocinas
pré-inflamatorias?” estao envolvidas na patogénese da
resisténcia insulinica, e muitas estratégicas anti-inflamatorias
demonstraram melhorar a sensibilidade a insulina.

Estudos indicaram que os camundongos LDLr-/-
alimentados com dieta hiperlipidica desenvolveram
extensa area de lesdo aterosclerética na aorta®?, hipertrofia
ventricular esquerda®, lesées neointimais e remodelamento
arterial na artéria coronaria'? associadas ao aumento do
stress oxidativo. No presente estudo, observamos que 0s
camundongos do grupo HL tornaram-se mais susceptiveis as
lesdes na parede da aorta, como descrito por Tian et al.*2.
Além disso, apresentaram processo inflamatoério cardiaco,
hiperinsulinemia e resisténcia insulinica. Estas alteracdes
morfometabdlicas observadas estdo associadas ao marcado
aumento dos niveis plasmaticos do LDL e ao decréscimo
dréstico dos niveis de HDL. A hiperlipidemia grave induziu ao
stress oxidativo no miocardio*, nas artérias'?, por mecanismos
gque aumentaram a producgao das espécies reativas de oxigénio
(ROS) ou que diminuiram os fatores antioxidantes endogenos.

O aumento na expressdo do CD40L no sistema
cardiovascular dos camundongos do grupo HL, além de
exercer efeito pré-inflamatério, também exerceu efeito
pré-oxidante®. Isso mostrou que a hiperlipidemia grave dos
camundongos HL pode ser considerada o fator metabdlico
indutor do maior stress oxidativo no sistema cardiovascular,
aumentando a peroxidagéo lipidica da molécula de HDL e
consequentemente a sua remogao hepatica®, com diminuigdo
dos niveis plasmaticos do HDL e da sua fungao cardiovascular
protetora antioxidante e anti-inflamatoria, favorecendo o
processo inflamatodrio cardiovascular e a resisténcia insulinica
nos camundongos do grupo HL.

Concluséo

O nivel plasmatico elevado de HDL mostrou ser o
fator protetor contra o desenvolvimento de processos
inflamatdrios cardiovasculares e resisténcia insulinica nos
camundongos LDLr-/-, impedindo o desenvolvimento
das lesbes neointimais. Assim, o acompanhamento dos
niveis plasméaticos do HDL em doentes dislipidémicos
deve ser rigoroso, pois qualquer variacéo hiperlipidica na
dieta alimentar pode diminuir os niveis plasmaticos do

HDL com consequente processo inflamatorio e oxidante
cardiovascular e desenvolvimento da resisténcia insulinica
com hiperinsulinemia.
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