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BRUXEL, M. A. Tratamento crénico com choque térmico reduz o acumulo de
lipides e marcadores inflamatdérios em aorta de camundongos ateroscleroticos,
aumentando o fluxo sanguineo e a sobrevida dos animais. Dissertacdo de Mestrado,
2014, [Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas — Area de Fisiologia do
Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul].

RESUMO

A aterosclerose € uma doenga cardiovascular (DCV) que afeta 4 em cada 1.000 pessoas,
e é caracterizada por lesdes arteriais inflamatorias que evoluem com o desenvolvimento
da doenca. Estd envolvida neste processo uma alta producdo de citocinas pro-
inflamatorias cuja expressdo é mediada pela ativagdo do fator de transcricdo nuclear
kappa B (NF-xB), responsavel por desencadear processos de proliferacdo celular e
migracao de células musculares lisas nas regifes de lesGes arteriais, contribuindo para o
agravamento da doenca. Estudos de nosso laboratério mostraram que prostaglandinas
ciclopentenénicas (CP-PGs), que sao anti-inflamatérias, revertem as lesdes
ateromatosas em modelos animais, num processo que depende da inducdo de proteinas
de choque térmico - HSP (do inglés Heat Shock Protein) por estas CP-PGs. HSPs
impedem a desnaturagdo de proteinas intracelulares e “desligam” o fator nuclear
NF-kB, que é um dos principais envolvidos na doenca inflamatoria vascular da
aterosclerose. Por isso, decidimos investigar o efeito direto da expressdao de HSPs via
choque térmico, no processo inflamatério da aterosclerose, pelo método de “hot tub”
realizado semanalmente em camundongos machos nocaute para o receptor de LDL
(KO-LDLr), em dieta hiperlipidica e hipercolesterolémica. Para avaliar estes efeitos os
animais foram semanalmente (num periodo de oito semanas) submetidos a um banho
térmico elevando a temperatura corporal para 41,5°C por 15 min. Os resultados
demonstraram que, na aorta toracica, o choque térmico aumentou a expressdo da HSP70
em cerca de 50% o que foi acompanhado de aumento de 100% na expressao do fator de
choque térmico — HSF e dramatica queda na ativacdo do fator NF-xB (75%). Em
paralelo, o choque térmico reduziu em mais de 50% a deposicdo de lipides na parede da
aorta e na gordura epididimal e a lipoperoxidacdo em cerca de 40%. As analises com
ultrassonografia Doppler demonstraram que o choque térmico melhorou o fluxo
sanguineo, reduziu a espessura da parede adrtica e melhorou a performance cardiaca. O
tratamento também melhorou o status glicémico (reducdo de glicemia de jejum e
aumento de sensibilidade a insulina) além de reduzir significativamente os valores de
colesterol total e LDL, aumentando a proporcdo de HDL. Os mecanismos envolvidos
nestes efeitos benéficos do tratamento com choque térmico encontram-se em estudo em
nosso laboratorio.

Palavras Chave: Aterosclerose. Inflamacdo. HSP. NF-xB. Fluxo Sangineo.

Vi



BRUXEL, M. A. Chronic treatment with heat shock reduces the accumulation of
lipids and inflammatory markers in the aorta of atherosclerotic mice, increasing
blood flow and survival of animals. Dissertacdo de Mestrado, 2014. [Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas — Area de Fisiologia do Instituto de Ciéncias
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ABSTRACT

Atherosclerosis is a cardiovascular disease (CVD) that affects four in every 1,000
people, and is characterized by inflammatory arterial lesions which evolve with the
development of the disease. It is involved in this process a high production of
proinflammatory cytokines whose expression is mediated by the activation of nuclear
transcription factor kappa B (NF-«xB), responsible for triggering the processes of cell
proliferation and migration of smooth muscle cells into the arterial lesions, thus
contributing to the worsening of the disease. Studies of our laboratory have shown that
cyclopentenone prostaglandins (CP-PGs), which are anti-inflammatory, revert
atherosclerotic lesions in animal models in a process that depends on the induction of
heat shock proteins - HSPs by these CP-PGs. HSPs prevent denaturation of
intracellular proteins and "turn off" nuclear factor NF-xB, which is a major player
involved in the inflammatory vascular disease that accompanies atherosclerosis.
Therefore, we decided to investigate the effect of the direct expression of HSPs via heat
shock, on the inflammatory process of atherosclerosis, by the "hot tub" method
performed weekly in male mice knockout for the LDL receptor (LDLr-KO) under a
high fat and hypercholesterolemic diet. To assess these effects, the animals were weekly
subjected to a thermal bath (for a period of eight weeks) by raising the body temperature
to 41.5 ° C for 15 min. The results demonstrated that in the thoracic aorta, the heat
shock increased HSP70 expression approximately 50%, which was accompanied by an
increase of 100% in the expression of heat shock factor - HSF and a dramatic decrease
in the activation of nuclear factor NF-xB (75%). In parallel, heat shock decreased by
more than 50% lipid deposition in the aortic wall and in the epididymal fat, and lipid
peroxidation by about 40%. Ultrasound with Doppler analysis showed that heat shock
improved blood flow, reduced thickness of the aortic wall and improved cardiac
performance. The treatment also improved the glycemic status (reduction of fasting
blood glucose and increased insulin sensitivity) and significantly lower levels of total
and LDL cholesterol and by increasing the rates of HDL. The mechanisms involved in
these beneficial effects of treatment with heat shock are under investigation in our
laboratory.

Keywords: Atherosclerosis. Inflammation. HSP. NF-xB. Blood Flow.
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1. Introducédo 2

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento das sociedades modernas e a producdo de alimentos em larga
escala, adito as altas ingestdes caldricas, principalmente em paises industrializados, vem
produzindo desequilibrios dietéticos sérios, como o consumo de grandes quantidades de
carboidratos e lipidios. Estas mudancas dietéticas trazem diversas consequéncias para a saude
das populacgdes, principalmente doencas cardiovasculares (DCV), que estdo entre as mais
importantes causas de 6bitos em adultos, com uma incidéncia que continua a aumentar. Os
acidentes vasculares cerebrais (AVC), que sdo causados, dentre outros fatores, pela
aterosclerose, afetam cerca de 4 em cada 1.000 pessoas, e sdo a terceira causa de morte em
paises desenvolvidos (GILES e ROTHWELL, 2008; LIBBY et al., 2011).

A aterosclerose € hoje considerada uma "doenca sistémica” caracterizada por lesdes
arteriais inflamatorias de baixo grau, que se desenvolvem através da progressdo da doenca
(MONTECUCCO & MACH, 2009). Em condicBes fisiologicas, as células endoteliais
sintetizam e liberam quantidades adequadas de 6xido nitrico (NO) e prostaglandinas (PGSs),
tais como PG da série E (PGE; e PGEj3), e mantém um equilibrio entre as moléculas jusantes
pré e anti-inflamatdrias. A secrecdo destas moléculas esta implicada na defesa e manutencédo
da quiescéncia da parede vascular (MADRIGAL-MATUTE et al.,, 2011). Contudo, na
presenca da aterosclerose, este equilibrio rompe conducentemente devido a um aumento da
producdo de citocinas pro-inflamatdrias como as interleucinas 1, 2, e 6 (IL- 1, 2, e 6) e do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), com posterior progressdo da doenca (TABAS, 2010;
HARVEY e FERRIER 2012).

Citocinas pro-inflamatorias podem induzir o estresse oxidativo, aumentando a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por mondcitos, macrofagos e leucocitos,
esse efeito somado ao shear stress (estresse de cisalhamento) e a ativadores de proteinas
quinase C (PKC), levam a ativacdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB),
responsavel por desencadear processos de proliferacdo celular nas células endoteliais e nas

células musculares lisas nas regides de lesbes arteriais (DESSI et al., 2013). Entretanto, as PG
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podem promover a producdo de imunoglobulinas E por linfécitos B, e também podem agir
como um potente anti-inflamatorio, bloqueando a ativacdo do fator de transcricdo NF-xB
(CALDER, 2008a e b; GEWIRTZ et al., 2001; VACHIER et al., 2002; ROSSI et al., 2000).

As PGs apresentam uma gama de possibilidades (atividades) fisiologicas, por
constituirem uma grande familia de autacoides, ou seja, substancias endogenas com perfil
hormonal de efeito local. O trabalho desenvolvido por HOMEM DE BITTENCOURT et al.,
(2007) demonstrou que determinadas prostaglandinas ciclopentenonicas (CP-PGs) agem
contra a formacdo da placa aterosclerotica, relatando que essas CP-PGs podem reverter as
lesGes arteriais em camundongos adultos nocaute (knockout) para receptores de LDL (KO-
LDLr""), quando alimentados durante 4 meses somente com uma dieta hiperlipidica. Segundo
os autores, as CP-PGs modulam o estado redox e redirecionam o metabolismo lipidico celular
de forma a impedir o acimulo de lipides.

As CP-PGs sdo também indutoras da sintese de proteinas de choque térmico - HSP (do
inglés Heat Shock Protein), o que lhes confere um carater citoprotetor, por promoverem a
ativacdo de fatores de choque térmico - HSF (do inglés heat shock factors), fatores nucleares
qgue ativam a via das HSPs, que sdo citoprotetoras ja que impedem a desnaturacdo de
proteinas intracelulares e “desligam” o fator nuclear NF-xB, que é um dos principais
envolvidos na doenca inflamatéria vascular da aterosclerose (CALDER, 2008a e b;
CALDERWOOD & XIAO, 2007). Desta forma, nosso principal objetivo é investigar através
dos conhecimentos dos mecanismos fisiologicos, o efeito direto da expressdo de HSPs via
choque térmico, no processo inflamatorio da aterosclerose, pelo método de “hot tub” em
camundongos machos nocaute para o receptor de LDL (KO-LDLr), em dieta hiperlipidica e

hipercolesterolémica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Considerando-se que a aterosclerose é uma doenca inflamatéria cronica dos vasos sanguineos
e que as proteinas de choque térmico apresentam carater anti-inflamatorio, o presente estudo
teve por objetivo investigar o efeito cronico direto da expressdo de HSPs, via choque térmico,
no processo inflamatorio da aterosclerose, pelo método de “hot tub” em camundongos machos
nocaute para receptores LDL (KO-LDLr) submetidos a dieta hiperlipidica e
hipercolesterolémica.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a capacidade cardiaca de fluxo aortico, resisténcia vascular e fluxo mitral por
ecografia Doppler modo-M,;

= Acompanhar a resposta glicidica frente ao desafio no teste de tolerancia a glicose
(GTT) e na sobrecarga insulinica (ITT).

= Medir parametros bioquimicos (glicemia, colesterol total, colesterol HDL, colesterol
LDL, triglicerideos, substancias reativas ao 4&cido tiobarbitirico — TBARS e
nitratos/nitritos);

= Verificar a expressdo proteica arterial, por western blotting, de HSP70, HSP72,
HSP27, VCAM-1, SIRT1 e HSF1.

= Calcular a area de lesdo adrtica por analise macroscopica das regides ateroscleréticas
evidenciados por Scarlat R (Oil Red O).
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Doencas Cardiovasculares e Dislipidemias

No quadro atual, mundialmente falando, as doengas cardiovasculares (DCV) estéo
entre as principais causas de morte entre homens e mulheres acima de 40 anos, chegando a
quase 60% dos 6bitos ocorridos na populagdo Norte Americana (ROSAMOND et al., 2008;
ROBINSON et al., 2009). A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estima que cerca de 17
milhGes de pessoas morreram por complicagbes circulatorias em 2011, estes dados
epidemioldgicos se assemelham aos de paises em desenvolvimento como o Brasil onde as
DCV séo responsaveis por cerca de 20% de todas as mortes em individuos acima de 30 anos,
e principalmente, aos estados com maior desenvolvimento humano, como o Rio Grande do
Sul refletindo muito mais um aspecto de vida do que hereditario, ou seja, habitos alimentares
como a alta ingestdo cal6rica e rica em &cidos graxos saturados (AGS), que estdo relacionados
com DCV e principalmente com os processos geradores da aterosclerose (LEE et al., 2009;
TABAS, 2010; LIBBY et al., 2011).

Nas regiGes economicamente mais desenvolvidas (Sul, Sudeste e Centro- Oeste) e, de
modo geral, no meio urbano e entre familias com maior renda, existe consumo elevado de
gorduras, em especial as saturadas, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica -
IBGE, (2014). Dados atuais do instituto apontam ainda, continuos aumentos na prevaléncia do
excesso de peso e da obesidade entre homens em todas as regides brasileiras, aumento este
que ascende desde a década de 80.

Segundo as Diretrizes Brasileiras sobre o Consumo de Gorduras e Saude
Cardiovascular — DCGSC (2013), as Pesquisas de Orcamentos Familiares — POF
apresentaram uma elevacdo no consumo de alimentos seguido por um aumento na proporgao
de alimentos industrializados, como pées (de 5,7% para 6,4%), embutidos (de 1,78% para
2,2%), biscoitos (de 3,1% para 3,4%), refrigerantes (de 1,5% para 1,8%) e refeicOes prontas
(de 3,3% para 4,6%) no periodo de 2008-2009 quando comparada a mesma pesquisa realizada

em 2002-2003. As POF revelaram que, quanto a distribuicdo de macronutrientes, o perfil
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atual é estimado em valores percentuais de 59 para calorias representando os carboidratos;

12%, parar proteinas; e 29%, para lipideos.

As dietas ricas em lipidios, principalmente AGS, estdo fortemente associadas a
alteracbes das fragdes lipidicas circulantes, essas fracbes compreendem lipoproteinas
constituidas de um nuacleo de triglicérides (TG) e de éster de colesterol rodeado por uma
camada externa composta de colesterol livre (ndo esterificados), fosfolipides e varios
componentes proteicos (Figura 1). S8o um complexo lipido/proteico que assim empacotadas
facilmente séo transportadas através da circulacdo, vez que lipidios sdo insollveis em agua
(LUSIS & PAJUKANTA, 2008).

FOSFOLIPIDIOS

COLESTEROL
LIVRE

APOLIPOPROTEINA B "y afefy)’ colesTEROL

Figura 1. Esquema estrutural de uma lipoproteina plasmatica. Os lipidios sdo insolGveis em agua por
natureza e tém de ser transportadas em fluidos corporais na forma de complexos lipidios/proteina, ou seja,
lipoproteinas. Lipoproteinas consistem de um ndcleo lipidico de triglicéridos e ésteres de colesterol, e uma
superficie anfifilica de colesterol livre e fosfolipidios. Figura adaptada de Frank & Kostner, LIPOPROTEINS —
ROLE IN HEALTH AND DISEASES (2012).
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Nas dislipidemias as alteracbes lipémicas, observadas geralmente em obesos, séo
altamente aterogénicas e os padrdes mais frequentes sdo as elevagBes dos niveis de
lipoproteinas de densidade baixa (LDL), e dos niveis de lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDL) acompanhada pela reducdo dos niveis de lipoproteinas de densidade alta
(HDL) (LIBBY et al., 2011). No quadro aterogénico as LDLs estdo presentes em grandes
proporcdes e a hiperproducdo de VLDL por aumento do fornecimento de acidos graxos livres
(AGLs) ao figado, como integrante do quadro de obesidade, é creditada como causa principal
(BATTERIDGE, 1997; LAMARCHE et al., 1997).

As dislipidemias sdo classificadas de acordo com as alteracfes das fracdes lipidicas
qgue se encontram modificadas, sendo assim denominado de hipercolesterolemia isolada
(colesterol total =240 mg/dL), mista (colesterol total >240mg/dL e triglicérides
> 150 mg/dL), hipertrigliceridemia isolada (triglicérides > 150 mg/dL),
hipoalfalipoproteinemia isolada (colesterol HDL circulante <40 mg/dL) e associada com
aumento do colesterol e/ou triglicérides (DCGSC, 2013). O desbalanco lipidico tem relacéo
direta com alteracfes dos niveis de insulina, com o percentual de gordura corporal e com a
sindrome metabdlica (DESSI, et al., 2013).

Alteracbes nos niveis de lipidios circulantes podem ser agravadas pela resisténcia a
insulina e representam um fator de risco para o desenvolvimento de doenca cardiovascular
aterosclerdtica, a falta de sinalizacdo de insulina apropriada especialmente em tecidos
periféricos, tais como as células adiposas, resulta no metabolismo anormal de lipidios que
produzem consistentemente o fenotipo pré-aterogénico (SEMENKOVICH, 2006). Os niveis
de AGLs circulantes acrescem o fornecimento, em excesso, de lipidios resultando no aumenta
da secrecdo de particulas de VLDL, o VLDL ¢é metabolizado em lipoproteinas remanescentes

e LDL, que é fortemente associada ao risco de aterosclerose (DESSI, et al., 2013).

Outra doenca cardiovascular, a hipercolesterolemia familiar, € uma condicao
hereditaria dominante que resulta em niveis elevados de colesterol total e de LDL, resultando
em infartos do miocardio (IM) em idade prematura, a principal manifestacdo clinica € um
disturbio aterosclerético cardiovascular acelerado. A doenca é caracterizada pela elevagdo do
colesterol no soro, estando em uma faixa de 300-600 mg/dL com uma elevada taxa de

lipoproteinas de baixa densidade, normalmente maior do que 200 mg/dL (DCGSC, 2013).
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Os riscos de doenca aterosclerdtica aumentam progressivamente com a elevacdo dos
niveis de colesterol LDL estando inversamente relacionada aos niveis de colesterol HDL, as
lesGes ao endotélio (intima arterial) e ao masculo liso subjacente sdo causadas pelas LDLs,
especialmente na forma oxidada ou glicosilada (como no diabetes mellitus), ap6s sua
migracdo pelo endotélio e internalizacdo por macrofagos desencadeando uma cascata
inflamatoria responsavel pela progressdo da lesdo vascular (HANSSON, et al., 2006). Em
sumo a aterosclerose é uma doenca cardiovascular que se caracteriza pelo acimulo de lipides
nas paredes da artéria, que podem levar a obstrucdo da passagem do sangue (DESSI, et al.,
2013).

3.2 Dislipidemias e a Génese da Aterosclerose

As dislipidemias aterogénicas envolvem anormalidades no metabolismo das
lipoproteinas, onde o desbalanco lipidico que inclui elevacBes dos niveis de VLDL e LDL, e
baixos niveis de HDL, geralmente ocorrendo juntas, devida sua base metabdlica comum, que
envolvem duas vias que dependem principalmente da fonte de lipidios circulantes, dietética
(exdgena) ou hepética (endogena) (TOMKIN, 2010). A gordura da dieta e o colesterol séo
absorvidos e empacotados pelos enterdcitos do intestino delgado, e segregados para 0s vasos
linfaticos como quilomicrons, grandes particulas de lipoproteinas ricas em TG (Figura 2), que
entram na corrente sanguinea pela veia subclavia esquerda. O termo "aterogénica" é aplicado
a esta forma de dislipidemia, porque ocorre frequentemente em pacientes com DCV
prematura (DALLINGA-THIE et al., 2010).

Na circulacdo, acidos graxos (AG) sdo extraidos das particulas de quilomicron por
células periféricas através da acdo da enzima lipase lipoprotéica (LLP), deixando menor e
mais densa estas lipoproteinas (PRASSL & LAGGNER, 2012). Os remanescentes de
quilomicrons sdo internalizados pelo figado, que sintetiza também colesterol e TG e
reempacota estas lipoproteinas em particulas de densidade muito baixa, lipoproteinas (VLDL)

(LEE & CHOUDHURY, 2010). Na circulagdo mais uma vez, os tecidos periféricos podem
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tomar o que eles exigem da constituicdo das VLDL que sdo remodeladas em lipoproteinas de
densidade intermediaria (IDL), e finalmente as mais densas, particulas de LDL ricas em
colesterol (Figura 2) (PRASSL & LAGGNER, 2012).

Lipoproteinas de alta densidade, particulas de HDLs, podem mediar um processo
conhecido como o transporte reverso de colesterol, em que as fracbes de HDL adquirem o
colesterol dos tecidos periféricos, assim como a partir de VLDL e LDL circulantes e
transporta-los de volta para o figado (Figura 2) (VAN DER VELDE, 2010; LEE &
CHOUDHURY, 2010). Dai sua importancia no ateroma, a fim de mediar este mesmo
processo em placas aterosclerdticas, removendo o colesterol e gordura da parede da artéria e
retornando-a para o figado (PRASSL & LAGGNER, 2012).

Gordura da Dieta, Colesterol
Via Exégena +

Via Enddgena

Apolipoproteina B

/ Ester de Colesterol

Fosfolipidios
\
Trigliceridios

LDL
QUILOMICRON Tragsporlte Revelrso o,
I LLP e Colestero LLP T
Acidos Graxos Acidos Graxos Y\,
} y ”

- u u

ot / a i)
@ %/ Tecidos Periféricos (adiposo, muscular)

Figura 2. Metabolismo normal das lipoproteinas. Lipoproteinas ricas em triglicerideos (TGs) sdo secretadas
pelo intestino (quilomicrons - via exdgena) sofrem lipélise na circulagdo por acdo da enzima lipase lipoprotéica
(LPL) proporcionando &cidos graxos aos tecidos. Remanescentes de quilomicrons sdo levados para o figado que
sintetizam triglicerideos e empacota moléculas de VLDL (via endégena). As VLDL sdo metabolizadas em IDL
pela quebra dos TGs & &cidos graxos pela LLP, formando LDL, particulas mais ricas em colesterol. HDL
formado na circulagdo é intricado no transporte reverso de colesterol, envolvendo a troca de colesterol e
apolipoproteinas de particulas de VLDL e IDL para seu retorno ao figado. Figura adaptada de Lusis &
Pajukanta, Nature Genética (2008).
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Entretanto, nas dislipidemias, o baixo nivel de HDL acompanhado pela elevagdo dos
niveis de LDL predispGem estas lipoproteinas a um maior tempo de circulagdo na corrente
sanguinea, que resultam frequentemente na oxidacdo destas moléculas (MCNAMARA, et al.,
1996). As LDL oxidadas (LDLox) representam um importante determinante do risco de
aterosclerose, esta conformacgéo da lipoproteina é altamente invasiva e se deposita na camada
intima arterial em injaria, a deposi¢do é acompanhada pela liberacdo de citocinas que atraem
para o local da lesdo mondcitos, o que caracteriza um perfil inflamatério (PACKARD &
LIBBY, 2008; MONTECUCCO & MACH, 2009).

O endotélio normal participa de modo essencial na regulacdo do ténus vascular, e na
resposta inflamatoria, produtos normais de um sistema vascular saudavel como espécies
reativas de oxigénio (EROs) e oOxido nitrico (NO), formados como um produto do
metabolismo do oxigénio, estdo envolvidos na sinalizacdo intracelular e na geracdo de ATP
em todas as celulas (GAUTHIER et al., 1995). O NO inibe a adesdo leucocitaria ao endotélio,
evita a proliferacdo das células musculares lisas vasculares (CMLV) protegendo contra a
lesdo vascular (inflamacéo) e limita a agregacao plaquetaria, efeito antitrombotico (STARY et
al., 1994; LEE et al., 2009). Durante a génese do ateroma ocorre uma diminui¢ao na produgéo
do NO e a auséncia de sinais de alerta resulta em desfechos frequentemente catastréficos
(VENTURINELLI et al., 2006; TOTH, 2008).

Entretanto, vérios fatores, incluindo a inflamagdo, aumentam drasticamente a
producdo de EROs, como o superoxido (O;), perdxido de hidrogénio (H.O,), radicais
hidroxila (OH), eles reagem também com o NO para produzir peroxinitrito (ONOQ") outra
ERO prejudicial. Estas moléculas danificam lipidios, proteinas, RNA e DNA, e transformam
0 LDL para a sua forma mais letal, o LDLox, aumentando o perfil inflamatério pela deposicéo
continua no endotélio vascular (MORRELL, 2008). O aumento de EROs oxidam fosfolipides
na superficie das particulas de LDL que, posteriormente, servem como alvos para oS
receptores de reconhecimento, em especial, receptores scavenger (GAUTHIER et al., 1995;
MORRELL, 2008).

Os fosfolipidios oxidados (FLox) iniciam e modulam muitos dos eventos celulares
observados no desenvolvimento da deposi¢cdo da camadas de gordura (ateroma) na intima
arterial. Misturas complexas de FLox induzem uma resposta inflamatéria pela inducdo de

genes pro-inflamatérios como proteinas quimiotaticas de mondcitos - 1 (MCP-1) e
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interleucina-8 (IL-8) (VOGIATZI et al., 2009). Nas células endoteliais, FLox alteram a
expressdo de genes relacionados com a angiogénese, a inflamacdo, a cicatrizacdo e a propria
aterosclerose, além de ativar plaquetas, induzindo aderéncia e diferenciacdo de mondcitos e
promovem a diferenciacdo de células musculares lisas relacionados com 0s processos de
formagéo das placas. Assim se estabelecendo um circuito de grandes proporgdes, onde
inflamacéo gera inflamag&o durante a génese da aterosclerose (DESSI, et al., 2013). Embora o
“primeiro evento” favorecendo a deposicao lipidica dentro do espaco subendotelial (média)
ndo seja totalmente claro, a infiltracdo de LDLox € considerado como o passo crucial na
formacéo do ateroma (LIBBY et al., 2011).

3.3 Inflamacdo e Aterosclerose

Durante as ultimas décadas, as evidéncias mostraram que a aterosclerose ¢ uma DCV
progressiva, multifatorial, crébnica e com uma longa fase assintomatica (HOMEM DE
BITTENCOURT et al., 2007; ROBINSON et al., 2009; LIBBY et al., 2011), responsavel por
ocasionar IM e acidentes vasculares cerebrais (AVC) (TOTH, 2008). A génese da
aterosclerose envolve um sistema enddcrino complexo de “uma conversa cruzada” entre
sinalizacdo paracrina e justacrina entre sistema imunol6gico e as células vasculares, bem
como varios tecidos e 6rgdos, incluindo o coracdo, figado, pancreas, tecido adiposo, rim,
adrenal, glandulas sexuais e hipéfise (LIBBY, 2007). Assim, as placas sdo o “campo de
batalha” entre uma desequilibrada resposta imune e o acimulo de lipidios na camada intima
das artérias. (LIBBY et al., 2011).

Anatomicamente as artérias apresentam trés camadas bem distintas (Figura 3a):
tlnica intima, camada mais interna, constituida por uma Unica camada de células endoteliais e
uma lamina subendotelial; a tunica média, rica em elastina e células musculares lisas que
garante sua grande capacidade distensivel; e a tanica adventicia, composta por tecidos
conjuntivo frouxo com grandes quantidades de fibrocitos, mastdcitos, fibras elasticas e

colageno (LACCHINI & IRIGOYEN, 2012). Os processos inflamatdrios ocorrem na camada

BRUXEL, M. A.



3. Revisdo da Literatura 14

mais interna, nas células endoteliais, e desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento da aterosclerose, que ocorrem devido a deposicdo de lipoproteinas em sitios
especificos da matriz subendotelial das artérias (processo proliferativo), as disfuncbes neste
tecido aumentam a progressdo da doenca pela promocdo destes mecanismos inflamatorios,
através da presenca de macrofagos, mondcitos, linfécitos T e outras células em diferentes
fases de formacdo e evolugdo da placa aterosclerética (Figura 3b) (LUZ E LAURINDO,
2005).

A formacédo da placa inicialmente ocorre em locais onde o fluxo laminar sanguineo
esta alterado, o que interfere no estresse de cisalhamento, e nas caracteristicas normais do
endotélio (GAUTHIER, et al; 1995). Na tentativa de reparo o endotélio atrai para as areas
lesionadas linfocitos T, mondcitos e plaguetas, entretanto, uma vez tendo falho o processo
reparador, o endotélio torna-se permeéavel e os linfocitos e mondcitos migram para o fundo da
camada intima da artéria, onde uma série de reacGes ocorre nas particulas de lipoproteinas de
baixa densidade (LIBBY et. al., 2011). As LDL se acumulam e se alteram através de reagdes
de oxidacéo e glicacdo na subintima arterial, e liberam citocinas no plasma, estas citocinas
atraem e sdo captadas por mondcitos, que se diferenciam em distintos tipos de células
inflamatorias, tais como células dendriticas, osteoclastos, células de osteoblasto e células de
espumosas (Figura 3b). As células de espuma (foam cells), englobam particulas de LDLoX,

que sdo atraidas por receptores scavengers da célula fagocitica (LUZ E LAURINDO, 2005).

A diferenciacdo dos macrofagos compreende um processo modulado por diversas
citocinas e fatores de crescimento (tais como o receptor ativador do fator nuclear kappa B
[NF-xB]; osteoprotegerina [OPG], fator de necrose tumoral alfa [TNF-a]; fator estimulador
de colbnias de macr6fagos [MCSF]; e interleucina 4 [IL-4]) (MONTECUCCO & MACH,
2009; CAMPENHOUT & GOLLEDGE, 2010). As citocinas estimulam também a expresséo,
em células circulantes e no endotélio, de moléculas de adesdo como as moléculas de adesdo
celular vascular-1 (VCAM-1), responsaveis pela deposicdo de leucdcitos sobre o endotélio, e

sua penetracdo no espaco subendotelial (LIBBY et. al., 2011).

Ainda neste processo células musculares lisas vasculares (CMLV) comegcam a migrar
da camada meédia para a tunica intima (Figura 3c), em resposta a liberacdo de fatores de
crescimento quimiotaticos e mitogénicos dos linfécitos e monadcitos, perdendo seu carater

contratil e diferencia-se em células com fendtipo secretor que proliferam, liberam fatores de
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crescimento e componentes de matriz extracelular que associado a colageno e proteoglicanos
formam um tampaéo fibroso (LIBBY et. al., 2011). Estas células musculares lisas, a0 migram
para a intima acabam por remodelar num processo irreversivel as artérias, uma a¢ao que pode

causar estenose no limen arterial com deposicdo de colageno e calcio (DESSI, et al., 2013).

Além disso, os macrofagos e monadcitos envolvidos na reacdo inicial comecam a
morrer (processo apoptotico), resultando na formacdo de um ndcleo necrético na regido
central da lesdo coberta pela capa fibrosa, enquanto que o colesterol liberado pelo processo
apoptético dos macrofagos se cristaliza na placa (GAUTHIER, et al; 1995). Células
inflamatorias e vasculares produzem mais quimiocinas para o recrutamento de linfocitos T na
subintima, isto induz o circulo vicioso deletério da resposta inflamatéria imune mediada pelos
linfocitos Thl, células B, mastocitos e neutrofilos promotores do processo aterosclerético
(MONTECUCCO & MACH, 2009; DESSI, et al., 2013). Desta forma, o que se vé no
ateroma € um aumento em tamanho pelo continuo acumulo de LDL e leucécitos, a parede da
artéria se expande ainda mais em direcdo a luz do vaso diminuindo o didmetro interno,
comprometendo totalmente o fluxo sanguineo e causando a instabilizacdo da placa (LUZ E
LAURINDO, 2005).

Num processo continuum do ateroma, a liberacdo de mediadores tdxicos, tais como
proteases e oxidantes pelas células imunoldgicas induzem a instabilidade da placa, a apoptose
das CMLYV ratificam a perda da integridade da placa e a capa fibrosa exibe fissuras na
superficie endotelial (Figura 3d), este acontecimento dramético faz com que o material pro-
trombotico intraplaca composto de fragmentos lipidicos e restos celulares, sejam expostos ao
fluxo de sangue que sob efeito dos agentes trombogénicos das plaguetas resultam na formacéo
de trombos, a oclusdo trombotica subita da artéria no local da placa pode parar o fluxo de
sangue e induzir uma critica isquemia ao coracdo, cérebro e tecidos periféricos resultando em
um IM, AVC e/ou morte (GAUTHIER, et al., 1995).

Todo esse quadro de inflamagdo crénica da aterosclerose envolve uma série de
moléculas bioativas como as ja citadas citocinas que conduzem vias de sinalizacdo ativadoras
de vérias familias de proteinas quinases, que por sua vez acionam fatores de transcri¢do tais
como NF-kB (HANSSON et al.,, 2006). A ativagdo desses fatores de transcri¢cdo resulta
feedback positivo que sustenta o processo inflamatorio. Com o tempo, essas mudangas no

perfil de expressdo resultam em diferenciacdo celular que podem causar danos, alteracdes,
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e/ou perda de funcdo significativa dos tecidos (HANSSON et al., 2006; PACKARD &
LIBBY, 2008; TABAS, 2010).
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Figura 3. Estagios do desenvolvimento das lesdes aterosclerodticas. Neste esquema séo demonstradas as alteragbes
que ocorrem na musculatura normal das artérias durante a progressao da aterosclerose até a formacdo do trombo. a) A
artéria normal contém trés camadas. A camada interna, tdnica intima, revestida por uma monocamada de células
endoteliais que estd em contato com o sangue e recobre a membrana basal. A camada intima humana apresenta também
células musculares lisas residentes. A camada média ou tunica média contém células musculares embebidas numa
matriz extracelular. A adventicia, a camada externa das artérias, contém mastdcitos, fibroblastos, terminagdes nervosas
e microvasos.; b) Os passos iniciais da aterosclerose incluem adesdo de leuctcitos do sangue na monocamada
endotelial, a migracdo dos leucdcitos para a intima, a maturagdo dos mondcitos (0s mais numerosos dos leucécitos
recrutados) em macréfagos, e a absorcao de lipidios por estas células produzindo as células de espuma.; ¢) a progressao
da lesdo envolve a migracdo de células musculares lisas para a intima, a proliferacdo de células musculares lisas da
intima e a sintese aumentada de macromoléculas da matriz extracelular, como o colageno, a elastina e proteoglicanos.
Macro6fagos e células musculares da placa podem morrer (processo de apoptose) avancando a lesdo. Lipidios e
fragmentos celulares de células mortas podem acumular-se na regido central da placa, formando o nicleo necrético do
ateroma. A placa avancada apresenta também cristais de colesterol formado pelos lipidios liberados, e a presenca de
microvasos.; d) A trombose, a complicagéo final da aterosclerose, gerada pela ruptura fisica da placa aterosclerdtica. E
mostrada uma fratura de cépsula fibrosa da placa, o que permite componentes de coagulagdo do sangue a entrar em
contacto com os fatores de tecido e moléculas intraplaca, provocando o trombo que se estende para a luz do vaso, onde
podera impedir o fluxo de sangue. Figura adaptada de Libby, Ridker & Hansson, Nature (2011).
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3.4 Prostaglandinas, NF-kB e Heat Shock Proteins na Aterosclerose

As moléculas bioativas envolvidas nos processos infamatdrios como na aterosclerose
incluem também prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PGIs), tromboxanas (TXs),
leucotrienos (LTs), entre outros (CALDER, 2008a e 2009), estas moléculas sinalizadoras s&o
produzidas a partir de eicosanoides, como o 4cido araquiddnico (AA/ 20:4-A> %/ mega-6
ou n-6), que sdo derivados do acido linoleico (18:2-A% */ 6mega-6 ou n-6), estes acidos
graxos poli-insaturados (PUFAS) séo essenciais e tém papel estrutural importante como
componentes de membrana com os fosfolipidios (CURI & HOMEM de BITTENCOURT,
2001). Os PUFAs sdo essenciais porque as células de mamiferos ndo apresentam enzimas que
catalisam a insercdo das duplas ligacGes além do carbono nove (C-9) na cadeia de AGs
(ROSAMOND et. al., 2008) e por esta razdo eles devem estar presentes na dieta (ROSSI et.
al., 2000).

Dentre as moléculas bioativas, as PGs apresentam um papel central, ndo s6 pela
diversidade estrutural, mas pela variedade de atuacdo em mecanismos fisioldgicos (CALDER,
2008a e 2009). Inicialmente identificadas em secre¢des da prostata na década de 30, as PGs
sdo sintetizadas em varios tecidos e 6rgaos, como, por exemplo, vesiculas seminais, rins e no
endotélio dos vasos (HARVEY e FERRIER 2012). A sintese de PGs, dentro do metabolismo
de AGs, é um dos processos mais estudados e conhecidos, ndo sé pela importancia dos efeitos
fisiol6gicos, mas também pelas aplicacbes médicas e farmacéuticas. As PGs sdo produzidas
em resposta a varios estimulos, incluindo lesGes e infecgdes, a partir da liberacdo do AA dos
fosfolipidios ligados a membrana, reagdo catalisada pela enzima fosfolipase A, (HOMEM DE
BITTENCOURT et. al., 2007).

As prostaglandinas constituem uma grande familia de autacoOides, substancias
enddgenas com carater de “horménio de acdo local”, de ocorréncia natural em todos os
tecidos de mamiferos. Muitas prostaglandinas tém participagdo fisioldgica importante na
reducdo da pressdo arterial e homeostase cardiovascular. Um exemplo disso sdo as
Prostaglandinas Ciclopentenénicas (CP-PGs), que apresentam importante potencial para o
tratamento de doengas cardiacas (HOMEM DE BITTENCOURT et. al., 2007).
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Prostaglandinas CP-PGs como as prostaglandinas A da série 2 (PGA,), sdo de grande
interesse cardiovascular uma vez que sua principal acéo esta relacionada com a citoprotegéo
(através da resposta celular ao estresse), apresentando atividade antiproliferativa (SIMPSOS
et. al., 1998). Na aterosclerose, uma das primeiras respostas do endotélio a estimulos
aterogénicos € a producdo de PGs, que respondem blogueando o processo de divisdo celular
no endotélio lesado, além de induzir a expressao de proteinas antioxidante e outras proteinas
de estresse que conferem resisténcia as lesbes de origem oxidativa (ROSSI e SANTORO,
1995).

O primeiro passo na sintese das PGs é a oxidacéo e ciclizacdo do AA, com formacéo
de um anel ciclopentano, para dar origem a prostaglandinas G da série 2 (PGG,) e
prostaglandinas H da série 2 (PGH,), que sdo precursores de uma série de PGs e TXs. A
catélise desta reacdo é feita pelo complexo prostaglandina endoperoxidase sintase, uma
proteina microssomal que possui duas atividades cataliticas: ciclo-oxigenase (COX), a qual
requer duas moléculas de O, e peroxidase, a qual € dependente, em situac@es fisioldgicas, de
elétrons da propria cadeia polipeptidica da enzima, mas pode reagir também com glutationa
reduzida (HARVEY e FERRIER, 2012).

As COXs sdo enzimas-chave no metabolismo do AA e também na formacdo de um
grupo importante de PGs (dezesseis tipos, aproximadamente, de PG da série 2) e TXs.
Existem duas isoformas de COX: a COX-1 uma enzima constitutiva e a COX-2 induzida em
células inflamatdrias, como resultado da estimulacdo, e é responsavel pela producdo

marcadamente elevada de PG que ocorre na ativacdo celular (LEE et. al., 2009).

Em lesbes aterosclerdticas ha uma elevada expressdo do gene da COX-2, sugerindo
que a COX-2 possa estar envolvida na patogénese desta desordem (D'AGOSTINO et al.,
2007). O gene que codifica a transcricdo desta enzima é conhecido por estar sob o controle do
fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), que € ativado como resultado de uma cascata
de sinalizacdo desencadeada por processos inflamatérios e pela fosforilagdo de uma
subunidade inibitoria (inibidor do NF-xB, o 1kB) que permite a transloca¢do do dimero do
NF-kB para o nucleo e, desta forma, possibilitando a transcri¢do destes genes envolvidos em

processos inflamatérios (PIVA et al., 2006).
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O NF-kB faz parte de uma familia de fatores de transcricdo de células eucariéticas que
regulam a expressdo de uma grande variedade de genes que estdo envolvidos em varios
processos, como respostas inflamatdrias e imunes, crescimento e desenvolvimento celular, e
resposta ao estresse (BASSERES E BALDWIN, 2006). Este fator de transcrigdo é ativado em
resposta a uma variedade de sinais que incluem citocinas (inflamacdo), agentes patdgenos,
lesBes e outras condicdes de estresse. Em células ndo estimuladas, o NF-xB aparece ligado a
uma proteina inibidora, IkB no citoplasma da célula, a conformacdo heterodimérica deste
complexo mascara o sinal de localizacdo nuclear do NF-xB, e impede que 0 NF-«xB se ligue
ao acido desoxirribonucleico (DNA) (Figura 4) (PIVA et al., 2006).

A ativacdo da sinalizagdo do NF-kB em resposta a inflamagéo como na aterosclerose é
iniciada por estimulos extracelulares (citocinas, por exemplo). Estes estimulos s&o
reconhecidos por receptores (Figura 4) e transmitidos para dentro da celula, onde proteinas de
dominio de morte celular associada ao TNF (TRADD) ancoram, fornecendo uma plataforma
dupla de montagem para o recrutamento da proteina Fas-associada ao dominio de morte
celular (FADD) e ao fator associado ao receptor de TNF (TRAF2) (OECKINGHAUS,
HAYDEN & GHOSH, 2011). Em conjunto TRAF2, integrado com o fator de crescimento
transformante beta-1 quinase ativada (TAK1) e a proteina de interacdo com receptor (RIP1)
culminando na ativacdo das IkB quinases (IKK) (OECKINGHAUS & GHOSH, 2009;
NAPETSCHNIG & WU, 2013).

O complexo IkB quinase (Figura 4), consiste em duas subunidades cataliticas ativas
alfa e beta (IKKo e IKKp), e uma subunidade reguladora gama - IKKy (NEMO)
(OECKINGHAUS, HAYDEN & GHOSH, 2011). As IKKs fosforilam a subunidade
inibidora 1B do complexo IkB/NF-kB no citoplasma, levando o IxB para a degradacdo pelos
proteossomas e liberando o NF-xB do complexo inibitério. As proteinas de NF-xB libertados
migram para o ndcleo, onde se ligam as suas sequéncias alvo kB presentes nos promotores de
virtualmente todas as proteinas induziveis, responsaveis pelo disparo da inflamagdo ou de
respostas imunoldgicas ativando, a transcricdo génica (CURI & HOMEM de
BITTENCOURT, 2001; O’ DEA & HOFFMANN, 2009; OECKINGHAUS & GHOSH, 2009;
NAPETSCHNIG & WU, 2013).

Organismos vivos de modo geral respondem a desafios como a inflamacéo (pela

elevacdo da temperatura corporal “febre”), bem como outras situa¢des de estresse de
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diferentes origens, através de um aumento da expressdo dos genes das proteinas de choque
térmico - HSPs (do inglés Heat Shock Protein) ou proteinas do estresse. Estas proteinas de
choque térmico pertencem a um grupo de familias altamente conservadas das proteinas
expressas por todas as células e organismos desde bactérias a humanos em resposta a uma
variedade de diferentes estimulos de estresse, incluindo metais pesados, citocinas
inflamatorias, analogos de aminodcidos, estresse oxidativo e isquemia (MORIMOTO et al.,
1990). Elas sdo classificadas de acordo com seu peso molecular, variando de 10 a 110
quilodaltons (kDa) (MORIMOTO et al., 1990; CALDERWOOD & XIAO, 2007).

HSPs sdo geralmente consideradas como moléculas de protecdo contra diferentes tipos
de estresse devido as inumeras funcbes intracelulares, incluindo papéis como moléculas
acompanhantes (chaperonas, do inglés chaperon), promovendo o enovelamento correto de
proteinas recém-sintetizadas ou desnaturadas, inibindo a apoptose, ou mantendo a integridade
celular pela estabilizacdo do citoesqueleto (CALDERWOOD & XIAO, 2007). Vaérios
elementos que participam na aterogénese tem um forte impacto na expressdo de HSPs,
deflagrando em conseguinte o0 aumento dos seus niveis celulares. As HSPs podem
desempenhar um papel fundamental durante a formacédo da placa aterosclerética, ao impedir a
formacdo da capa fibrética em torno dos macréfagos, onde nesta etapa, por interagdo com as
proteinas do citoesqueleto, tais como a actina, as HSPs modificam e alteram a capacidade de
migracdo e proliferacdo das CMLV (MADRIGAL-MATUTE et. al., 2011).

A expressdo intracelular de HSPs também estd associada a mecanismos
antiapoptéticos e acles anti-inflamatoérias por inibir a pré-producdo de citocinas. A maior
parte dos genes de citocinas pro-inflamatérias, incluindo TNF-a e IL-8, possuem dominios
kB vinculados as suas regides promotoras, suas transcricdes sdo dependentes da ativacdo do
NF-kxB, que as HSPs inibem, impedindo a sua ativag&o e translocacdo ao ndcleo celular (YOO
et. al., 2000), assim modulam respostas imunoldgicas, processos inflamatdrios, e fatores
reguladores da sobrevivéncia celular e da apoptose (RAN et al., 2004). O mecanismo pelo
qual as HSPs inibem a ativagdo do NF-xB estd associado a preservacdo e estabilizagdo do
IxB, através da ligacdo com a subunidade regulatéria (IKK-y) do complexo IKK, prevenindo
a ativacao das IKKs (YOO et. al., 2000; RAN et al., 2004; CALDERWOOD & XIAO, 2007).
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Figura 4. Via cléssica de ativacdo do NF-kB. Em condicfes de repouso, os dimeros de NF-kB (subunidades
p50 e p65) sdo ligados a proteinas 1kB inibitdrios, que sequestram o complexos NF-kB, mantendo-o inativo no
citoplasma. A presenca de citocinas do processo inflamatdrio da aterosclerose, como o fator de necrose tumoral
(TNF) interagem com seu receptor (TNFr), na superfie da membrana celular, levando a ligacdo de proteinas de
dominio de morte celular associada ao TNF (TRADD), fornecendo uma plataforma dupla de montagem para o
recrutamento da proteina Fas-associada ao dominio de morte celular (FADD) e ao fator associado ao receptor de
TNF (TRAF2). Em conjunto TRAF2, integrado com fator de crescimento transformante beta-1 quinase ativada
(TAK1) e a proteina de interagcdo com receptor (RIP1) ativam, por fosforilacdo, o complexo 1kB quinase (IKK),
que consiste de duas subunidades cataliticas ativas (IKKa e IKKp), e uma subunidade reguladora IKKy
(NEMO). O complexo IKK fosforilado ativa a subunidade inibidora 1xB do complexo IkB/NF-xB através de
fosforilagdo. Proteinas IkB fosforiladas sdo ubiquitinadas e direcionadas para a degradacdo proteossomal, que
assim, libera os heterodimeros de NF-kB para que eles possam translocar-se para o nlcleo onde ligam-se as
sequéncias alvo kB presentes nas proteinas induziveis, responsaveis pelo disparo da inflamag&do ou de respostas
imunoldgicas, ativando a transcricdo génica. Figura adaptada de Oeckinghaus, Hayden & Ghosh, Nature
Immunology (2011).
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O aumento da expressdo e niveis de HSPs, no organismo, esta também relacionado
com eicosanoides como as PGs, envolvidas na modulacdo de intensidade e duragdo da
resposta inflamatoria. Prostaglandinas E da série 2 (PGE,), apresentam uma serie de efeitos
pré-inflamatorios, com a inducdo de febre, aumento da permeabilidade -capilar e
vasodilatacdo, além de potencializar a acdo de outros agentes, tais como bradicinina e
histamina. A PGE; suprime a proliferagdo de linfocitos, a atividade das células natural killers
e inibe a produgéo de interleucina-2 (IL-2) e interferon gama (IFNy), assim, nestes aspectos,
PGE; é imunossupressora (CALDER, 2008a e b).

A PGE; também promove a producdo de imunoglobulina E por linfécitos B (a
imunoglobulina E ¢ um mediador de inflamacdo alérgica) (CALDER, 2002, 2006, 2008a e b).
Estudos recentes também demonstraram que a PGE, pode agir como um potente anti-
inflamatdrio: a) inibindo a 5-lipoxigenase e diminuindo a producdo de LTs-4 (leucotrienos da
série 4) inflamatorios; b) induzindo a enzima 15-lipoxigenase e promovendo a formagéo de
lipoxinas (LXs) que apresentam efeito anti-inflamatorio (CALDER, 2008; GEWIRTZ et. al.,
2001; VACHIER et. al., 2002); e c) inibindo diretamente a subunidade catalitica IKKp do
complexo IKK, blogueando, assim, a ativacdo do fator de transcricdo NF-xB (ROSSI et. al.,
2000).

Com essas premissas HOMEM DE BITTENCOURT e colaboradores (2007),
demonstraram que as prostaglandinas ciclopentendnicas, como a PGA,, uma prostaglandina
derivada da PGE, podem agir contra a formacdo de placa aterosclerética. Em seu trabalho
utilizando camundongos machos adultos nocaute (knockout) para receptores de LDL
(LDLr™"), alimentados durante 4 meses somente com uma dieta hiperlipidica, morreram de
infarto do miocérdio ou de acidente vascular cerebral, enquanto que os animais tratados com a
mesma dieta e com LipoCardium (lipossomas com CP-PGs / 2 semanas), recuperaram-se
completamente da lesdo vascular, relatando que essas CP-PGs podem reverter as lesdes

ateroscleroticas.

As CP-PGs (PGA;), também sdo indutoras da sintese de proteinas de choque térmico,
0 que confere um carater citoprotetor ao modular o estado redox e redirecionar o metabolismo
lipidico celular de forma a impedir o acimulo de lipides. As CP-PGs promovem a ativacéo
de heat shock factors (HSFs), fatores nucleares que ativam a via das HSP, que impedem a

desnaturacdo de proteinas intracelulares e desligam o fator nuclear NF-xB, que é um dos
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principais envolvidos na doenga inflamatdria vascular da aterosclerose (ROSSI e SANTORO,
1995). Portanto, a inducdo da expressdo HSP, com consequente elevacdo do contetdo
intracelular desta proteina, representa um potencial fator citoprotetor e protetor do organismo
(MEYER, 1999).

Tendo em vista a complexa relagdo entre NF-xB e as proteinas de choque térmico, vez
que o NF-«xB tem efeito pro-inflamatdrio ao induzir a expressdo de citocinas inflamatorias, e a
HSP, com acdo anti-inflamatoria por inibir a ativacdo do NF-kB, que controla a codificacéo e
a transcricdo do gene da COX-2, além de produzir um efeito anti-inflamatorio direto
(KNOWLTON, 2006), € pertinente inquirir sobre o efeito direto da elevacdo dos niveis de
HSP através do aumento da temperatura corporal, por periodos prolongados, em organismos

com um processo inflamatorio vascular (aterosclerose) avancgado. E assim o fizemos.
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4. METODOS E MATERIAIS

4.1 Local de Realiza¢io dos Experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia Celular — FisCel, do
Departamento de Fisiologia do Instituto de Ciéncias Bésicas da Salde — ICBS da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS. Localizado no campus central da
UFRGS (Av. Sarmento Leite n° 500, 2° andar, CEP 90050-170 Porto Alegre, RS).

4.2 Resalva Etica

Todos os procedimentos desse estudo estavam de acordo com a Lei 11.794, de 8 de
outubro de 2008, que regulamenta o inciso VII do § 1° do art. 225 da Constituicdo Federal,
que estabelecem os procedimentos para o uso cientifico de animais, instituido pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal, e pelas Diretrizes Brasileiras para o
Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos — DBCA de 20 de
setembro de 2013. As metodologias experimentais (manipulacdo e eutandsia) seguiram as
normas éticas brasileiras, dos procedimentos e métodos adotados conforme a resolucdo N°
1000, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, de 11 de maio de 2012, Art. 4° do
Capitulo | que estabelecem os principios basicos norteadores destes procedimentos, assim
como aquelas contidas nos Principios Internacionais Orientadores para a pesquisa Biomédica
envolvendo Animais do Council for International Organizations of Medical Science (CIOMS)
(GOLDIM, 1997).
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Embora desejavel substituir a utilizacdo de animais vivos nos procedimentos, por
outros métodos que ndo impliquem a sua utiliza¢do, e tendo ciéncia de que o0 seu uso deve ser
racional empregando o menor nimero de animais e, ao fazé-lo, diminuir ou eliminar o seu
desconforto, até o0 momento da realizacdo da pesquisa, nao existiam métodos ou modelos
validados para a substituicdo da metodologia empregada na pesquisa a que nos propomos.
Neste sentido, o0 recurso a utilizacdo de animais vivos fez-se necessaria para proteger a salde

humana e animal.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP, e
encontra-se protocolado sob n° 25396 na Base de Pesquisa da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul/UFRGS.

4.3 Estatistica e Tamanho Amostral

O numero de animais para cada grupo experimental, em cada tipo de avaliacdo, foi a
minima indispensavel para produzir o resultado conclusivo. Neste contexto, o tamanho das
amostras foram calculadas para detectar a menor diferenca esperada entre os grupos (de
acordo com a literatura 20+10 ng/ml para a principal varidvel critica do estudo, a expressdo de
HSP70 (CHUNG et al., 2008). Foi utilizado, para o calculo, um poder estatistico de 80% para
um nivel de significancia de p<0,05 e o software de Dimensionamento Amostral DIMAM 1.0
para Windows da Editora Guanabara Koogan considerou para esse parametro o nimero de

sete (7) animais por grupo.

No total 101 animais foram utilizados, 59 para compor o grupo doente néo tratado e 42
para o grupo doente submetido ao protocolo de choque térmico. Esse numero foi necessario
para suprir a demanda das analises histologicas vasculares, bioquimicas plasmaticas, analises
teciduais via western blot (HSP70, HSP72, HSP27, VCAM-1, HSF1 e SIRT-1), analises

macroscopicas da aorta e de parametros ecocardiovasculares.
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Os dados foram avaliados por anélise de variancia (ANOVA) com teste post hoc de
Tukey, para comparacdo da evolugdo do quadro clinico dos animais no grupo; Teste t-
Student, para comparacgéo do efeito do tratamento com choque térmico entre os grupos; Teste
de Kaplan Meier seguido de hipdtese de Mantel-Cox (Log-Rank), para analise de sobrevida.

Meéritos do programa estatistico MINITAB 17.1 - Pennsylvania State University (2014).

4.4 Animais Utilizados

Foram utilizados neste estudo 101 camundongos (Mus musculus) da linhagem
B6;129S7-LdIr"™ /] nocaute para receptores de LDL (KO-LDLr), adultos (90 dias), machos
de 10-14 g obtidos do Biotério Setorial de Camundongos do Departamento de Fisiologia,
ICBS — UFRGS, mantido pelo Laboratério de Fisiologia Celular — FisCel. Os animais
permaneceram em caixas de polipropileno (33x17x40 cm) em um ciclo de claro (iluminagédo
artificial) /escuro de 12 h, temperatura de 25+2°C e umidade relativa do ar de

aproximadamente 45%. Os animais receberam agua e racédo ad libitum durante todo periodo.

Os camundongos nocaute para receptores LDL, comprados do The Jackson
Laboratories, foram obtidos por mutagénese quimica o que significa que, segundo a Lei de
Biosseguranca 11.105 de 24 de mar¢o de 2005, 0s mesmos ndo se enquadram na categoria de
Organismos Geneticamente Modificados — OGM, conforme previsto no inciso | de seu Artigo
4°, Mesmo assim, e embora estes animais ndo se enquadrem como OGM conforme a
legislagcdo em vigor, nosso laboratorio dispdes de Certificado de Qualidade em Biosseguranca
— CQB (Ne 0060/98) e estd autorizado a trabalhar com OGM de classe Il, sendo estes

reproduzidos no biotério setorial.
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4.5 Modelo de Aterosclerose

Camundongos KO-LDLr, quando em dieta hiperlipidica e hipercolesterolémica ao
longo de 120 dias a partir da idade adulta, acumulam grandes quantidades de lipidios na
circulacdo e consequentemente na parede dos vasos, que acabam se depositando e formando
placas lipidicas na camada subendotelial, quadro clinico inflamat6rio caracteristico da
aterosclerose. Essa exposicao a dieta ocorre com o animal j& adulto, considerando para tanto o

animal com idade de 90 dias.

Para validacdo do modelo animal experimental, a confirmacdo do knockout dos
receptores de LDL, foi realizado, utilizando para tanto as glandulas adrenais de alguns

animais. O resultado da imunodeteccdo de LDLr, é demonstrado na Figura 5.

Receptor de LDL i

Lblr —> =
Gapdh —> — ———
B6;120S7-LdIrtm¥Her/g B6;129SF2/J

Figura 5. Imunodeteccdo de LDLr.
Representacdo grafica da validagdo do
modelo experimental. Animais B6;129S7-
LdIr™"e"/J nocaute pra receptor de LDL e
controle positivo B6;129SF,/J.

4.6 Desenho Experimental

Os animais constituiram dois grupos experimentais, a saber: LDL - sick, que

compreende camundongos doentes (aterosclerose) sem tratamento; e LDL — heat shock, grupo
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experimental doente (aterosclerose), mas que recebeu intervencdes de choque térmico
semanais durante o 210-270° dia. Conforme apresentado no Quadro 1 (ver abaixo), 0s animais
que constituiram ambos 0s grupos receberam até o nonagésimo dia de vida dieta padréo,
(Nuvilab — CR1 16,6 kJ/g) contendo aproximadamente (em termos de peso relativo) 52% de
carboidratos, 21% de proteinas e 4% de lipideos, 0 que corresponde a 62,8% das calorias na

forma de carboidratos, 25,8% em proteinas e 11,4% em gorduras totais.

Ao ingressar no segundo trimestre do periodo experimental (91 dias), os animais
passaram a ingerir uma dieta hiperlipidica e hipercolesterolemiante aqui designada
simplesmente de high fat diet (HFD). Essa nova dieta foi consumida pelos animais até o final
dos procedimentos experimentais (270° dia), a dieta HFD continha (em termos de peso
relativo) cerca de 34,3% de carboidratos, 22% de proteinas, 34,1% de gorduras e 1% de
colesterol livre compreendendo 22,8 kJ/g sendo que 58% das calorias provinham de gorduras
saturadas metabolizaveis, 16,4% de proteinas e 25,6% de carboidratos. Este € um modelo de
desenvolvimento de aterosclerose amplamente utilizado e bem padronizado em nosso
laboratério (HOMEM DE BITTENCOURT et al., 2007).

Quadro 1. Desenho experimental. Esquema demonstrando os dois grupos experimentais: grupo doente
aterosclerdtico (LDL - sick) e grupo tratado com choque térmico (LDL — heat shock). Todos 0s animais tém
uma dieta padrdo até 90 dias de vida, sendo estd substituida por uma dieta rica em lipidios e colesterol
ingerida pelos animais até o fim dos procedimentos experimentais. Grupo LDL — heat shock realiza sessdes
de choque térmico semanais do 210-270° dia.

LDL - sick
Dieta Padrdo DietaHiperlipidica - Hipercolesterolemiante

LDL - heat shock Chogque Térmico
Dieta Padrdo Dieta Hiperlipidica - Hipercolesterolemiante

O e O O e O e Ol O C )

Tempoem dias

4.7 Choque Térmico
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Para o procedimento de choque térmico (hot tub), os animais (grupo LDL — heat
shock) foram anestesiados com pentobarbital sédico 3% i.p. (10 mg para 100 g de
camundongo; 3 uL/g de peso corpéreo, o que representa cerca de 60-70 uL por animal) com
antecedéncia de dez minutos ao procedimento. A escolha do anestésico se baseia no fato do
mesmo ndo causar alteragdes glicémicas caracteristicos da maior parte dos anestésicos em

uso. A temperatura da sala para a realizacdo do experimento foi monitorada e mantida a 27°C.

O controle da temperatura dos animais foi monitorada com termometro retal
(dimensdes do eletrodo, 8 x 2 mm, em comprimento e didmetro), durante todo o periodo em
que os animais foram mantidos no banho térmico com &gua a 40°C. Apos alcancar a
temperatura retal de 41°C, os animais permaneceram no banho, com monitoramento continuo
da temperatura (41-41,7°C), durante 15 min. Durante o choque térmico os animais ficaram
com as patas traseiras e cauda imersas na agua, uma vez que especialmente a cauda
determinava a regulacdo da temperatura perdendo calor na troca de temperatura com o
ambiente. O procedimento utilizado € um modelo adaptado e padronizado em nosso

laboratdrio, similar a Chung et al., (2008).

Os animais ateroscleréticos (grupo LDL — sick), ndo submetidos ao choque térmico
foram igualmente anestesiados (e tomados como controles experimentais), permanecendo a
temperatura ambiente com sua temperatura corporal controlada, mantida entre 36,5-37,5°C,
com auxilio de termémetro retal. Apds o choque térmico e/ou anestesia 0s animais
permaneceram no laboratdrio, até recuperacdo da anestesia, quando entdo foram reidratados
com uma injecao subcutanea, na regido dorsal (interescapular), de tampao fisiolégico 0,9% (2

mL para cada 100 g de animal).

4.8 Testes de Tolerancia a Glicose e Insulina

Os testes de tolerancia a glicose (GTT) e a insulina (ITT) foram realizadas 72 horas
apos a Ultima sessao de choque térmico do tratamento crdnico de oito semanas, sem 0 uso de

anestésicos. As medicGes foram realizadas no mesmo animal em diferentes tempos (0, 30, 60,
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90 e 120 min) utilizando 5 pL (cinco microlitros) de sangue retirados da porcéo distal da veia

caudal.

4.8.1 Teste de Tolerancia IP-GTT

Para a realizagdo do teste de tolerancia a glicose foi preparada uma solugéo de glicose
80% (m/v) em 0,9% NacCl, administrada na concentragdo 1g/kg, por via intraperitoneal (IP-
GTT). Para a obtencdo da curva glicémica, o valor da glicemia em jejum (12 horas) foi
mensurado ap0s 0s animais permanecerem no laboratério por no minimo 30 minutos (tempo
zero) e nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos ap6s a injecdo de glicose. As medidas da
glicemia foram feitas com sangue total em puncéo na parte distal da cauda dos animais,

usando aparelho de leitura glicémica capilar, glicosimetro, Optium Xceed da Abbott.

Para o célculo da area sob a curva (AUC), usada como um coadjuvante para a analise
do teste de tolerancia, possibilitando a comparacao entre os grupos, utilizou-se o método de
quadratura do trapézio (USA FAO, 1997). Assim a area sob a curva foi calculada pela lei de
formacdo da integral de uma funcdo no plano cartesiano, excluindo-se do calculo as areas

abaixo da linha de jejum, conforme demonstrado na Figura 6.
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Figura 6. Representacdo esquematica das formas geométricas formadas
pela curva. AUC/IAUC* = A1+A2+A3+A4 = {[30. (G30+ G60+ G90) ]+
(15. G120) — (105. GO)} (em min.mg/dL). Considerando o peso molecular da
glicose, 180,16 mg/mmol, dividindo a AUC/IAUC (em min.mg/dL) por
18,016, obtém-se o valor em min.mM.
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4.8.2 Teste de Tolerancia IP-ITT

Os testes de tolerancia a insulina foram realizados com animais mantidos em jejum de
12 horas. Foi utilizada Insulina Humalog Regular — Lilly 100 Ul/mL, preparada em PBS
(NaCl (136,8 mM), KCI (2,7 mM), KH,PO,4 (0,9 mM), Na,HPO, (6,4 mM)) 1UI/mL, e
aplicada na concentracédo de 0,75 Ul/kg de peso corporal, por via intraperitoneal.

O valor da glicemia em jejum foi mensurado apds 0s animais permanecerem no
laboratdrio por no minimo 30 minutos (tempo zero) e novamente nos tempos 30, 60, 90 e
120 minutos apo6s a injecdo de insulina. As medidas da glicemia foram feitas com sangue total
em puncéo na parte distal da cauda dos animais, usando aparelhos de leitura glicémica capilar,
glicosimetro, Optium Xceed da Abbott.

O caélculo da area incremental sob a curva (IAUC), usado na comparagdo entre 0s
grupos, foi gerado pelo método de quadratura do trapézio (USA FAO, 1997), calculada
geometricamente por meio da aplicacdo da regra trapezoidal, excluindo-se as areas abaixo da

linha de jejum (tempo zero), demonstrado esquematicamente na Figura 6.

4.9 Analises Ecocardiograficas Doppler Pulsatil e Modo-M

As analises de fluxo aortico, fluxo mitral e fluxo pulmonar, ocorreram por ecografia-
doppler, exame ndo invasivo que utiliza os ultrassons de modo a adquirir informagdes sobre a
anatomia, fisiologia e a patologia do sistema venoso e arterial superficial e profundo. Um total
de trés medidas compuseram os referidos dados, sendo a primeira realizada no 207° dia (72
horas antes do primeiro procedimento de choque térmico), a segunda no 243° dia e finalmente

uma ultima avaliacdo ap0s as oito semanas de tratamento.
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O procedimento foi realizado com o aparelho Eco-Doppler / Philips — HD7 XE, os
animais foram anestesiados com pentobarbital sodico 3% (10 mg para 100 g de camundongo),
igualmente ao procedimento de choque térmico, para 0 exame 0s animais mantiveram um

jejum de quatro horas e os pelos da regido peitoral foram tricotomizados.

As andlises foram realizadas com transdutor de 4-12 MHz em oito animais de cada

grupo experimental. As aquisi¢des de fluxo ecocardiografico pulsatil foram realizadas em:

Artéria pulmonar com angulo do cursor Doppler em 0°, e constituiram dados de Tempo de
Ejecdo Pulmonar (TEP), Tempo de Aceleracdo Pulmonar (TAP), Relacdo Aceleracao/Ejecéo
Pulmonar (TAP/TEP), Integral da Curva Pulmonar de Velocidade Tempo (VTI PM) e Iindice
de Performance Miocérdica Ventricular Direita (IPM VD) definida pela formula:

TFSL —TEP

PMIVD:
v TEP

Onde, TFSL indica o tempo de fechamento das semilunares pulmonar.

Folhetos valvares mitrais com angulo do cursor a 60° para aquisicdo da amplitude da
Onda E (E), Onda A (A), Relacdo E/A (E/A), Tempo de Fluxo Mitral (TFxM), Tempo de
Fechamento Mitral (TFM), Tempo de Ejecdo Mitral (TEM), Tempo de Desaceleragédo da
Onda E Mitral (TDM) e Indice de Performance Miocérdica Ventricular Esquerda (IPM VE)

aplicando a formula:

TFM — TEA

PMIVE: TEA

Onde TEA, representa o tempo de eje¢do aortico.

Aorta com angulo do cursor Doppler em 60°, para Tempo de Ejecdo Adrtico (TEA),

Integral da Curva Aortica de Velocidade Tempo (VTI AO), Frequéncia Cardiaca (FC):

60seg.
FChpm:" Ty g o g

Onde o tempo em segundos (60) ¢ dividido pelo intervalo de tempo entre duas ondas E.

Volume de Ejecdo Adrtico (VEA):
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<\/DAM
2

2
> . VTTAO .
VEA:

1000

Onde o volume de ejecéo é determinado pela raiz do didmetro arterial médio (DAM) dividido
por dois e elevado ao expoente 2, multiplicado pelo VTT AO e pela constante © (= 3,1415)
dividido por 1000.

Débito Cardiaco (DC):
DC:VEA.FC

Aquisi¢cOes de imagens unidimensionais (eco Modo-M) da primeira porcéo da aorta,
foram usadas para constituirem dados de Didmetro Arterial Diastolico (DAD), Diametro
Arterial Sistolico (DAS), Diametro da Parede Arterial em Sistole (DPAS), Diametro da
Parede Arterial em Diastole (DPAD), Relacdo Espessura/Raio em Sistole (T/RS ratio),
Relaco Espessura/Raio em Diastole (T/RD ratio), Indice de Distensibilidade Arterial (IDA):

IDA:DAS — DAD
e Indice de Distensibilidade da Parede Arterial (IDPA):
IDPA: DPAS — DPAD

As imagens e videos foram analisados e mensurados pelo programa RadiAnt DICOM

Viewer.

4.10 Acompanhamento de Parametros Metabolicos

Os animais semanalmente foram pesados para ajuste das doses do anestésico, e 0
consumo alimentar de dieta HFD foi acompanhado. Esses dados compuseram informaces de
ganho de massa ao longo do tratamento, consumo alimentar e indice de Lee:

Vpeso (9)

Lee: ——— x 1
ee CNA (mm) 000
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Onde CNA corresponde ao comprimento naso-anal do animal (BERNARDIS &
PATTERSON, 1968).

4.11 Morte dos Animais

Os animais foram mortos por decapitacdo em guilhotina para roedores (72 horas ap6s
realizacdo da Ultima sessdo de choque térmico sob jejum de 12 horas), sem anestesia, para
obtencdo do sangue total e dos tecidos, para posterior realizacdo das analises. O método
escolhido para eutanasia baseia-se no fato deste ser um método eficaz que produz mudancas
fisioldégicas minimas nos tecidos, considerando a necessidade de realizacdo de andlises
celulares e bioguimicas, nenhum anestésico ou outra substancia foi injetado nos animais por
ocasido da decapitacdo pois 0s anestésicos comumente utilizados em estudos com animais
experimentais levam a uma intensa hiperglicemia em roedores (BROWN et al., 2005; SAHA
et al., 2005), sendo que, alteracdes glicémicas interferem no principal parametro medido, a
HSP70 (CHUNG et al., 2008).

Os animais foram decapitados em ambiente exclusivamente destinado a morte dos
animais, com exaustdo e higienizacdo completa de todo o material entre a morte de um animal
e outro. A decapitacéo foi efetuada pelo pesquisador mais experiente, dentre os pesquisadores
do grupo, para que o procedimento fosse rapido, com o minimo de estresse possivel para o0s

animais.

Apds a morte, os animais foram dissecados para coleta dos tecidos e para o descarte,
foram colocados em sacos pléasticos identificados com o simbolo de risco biologico e
congelados em freezer (-20 °C), destinado para este objetivo, no préprio Laboratorio de
Fisiologia Celular - FisCel da UFRGS. Seguindo o cronograma semanal da instituicdo, este
material biologico foi encaminhado ao servi¢o de coleta por empresa licitada pela UFRGS,

para entdo, ter destinacdo final dos residuos (autoclavagem e aterro sanitario).
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4.12 Medidas Morfométricas

Algumas estruturas internas como pulmdes, coragdo, figado e tecido adiposo branco
epididimal foram avaliados morfometricamente. Figado e pulmao foram excisados e pesados,
calculando-se indices de congestdo destes tecidos (hepatica e pulmonar). Para isso foi
determinada a razéo entre o peso fresco do tecido e o peso corporal do animal.

No coracdo, atrios separados dos ventriculos foram pesados para avaliacdo de
hipertrofia e o tecido adiposo ap6s pesado foi expresso como valor de deposicdo. Para estas
avaliacdes, a mesma base de calculo procedeu (razdo peso Umido das estruturas (mg) / peso

corporal total (g)).

4.13 Dosagens Bioquimicas de Perfil Glicémico e Lipidico

As analises bioquimicas do perfil lipidico (colesterol total, triglicerideos, colesterol
HDL e colesterol LDL), perfil glicémico (glicose de jejum) foram realizadas por testes
bioguimicos enzimaticos colorimétricos (LabTest) em leitora de ELISA, segundo protocolo e

recomendacdes do fabricante.

4.14 Dosagens de Nitratos e Nitritos

As avaliagcOes de nitratos/nitritos foram realizadas a partir da concentracdo de nitratos
totais (NO') no sangue, sendo estimada indiretamente através da producéo de nitritos (NOy),
e determinado com a utilizacdo do reagente de Griess, que € uma mistura de sulfanilamida e
naftiletilenodiamina, especifica para NO,. Em seguida procedeu-se leitura a 540 nm. A

concentragdo de nitritos foi determinada com base na realizacdo de curvas-padrdo
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(GRISHAM et al, 1996). A gquantidade de nitrito, apds a dosagem, foi calculada em termos de
nM/mL sangue. Foram calculadas ainda nos grupos experimentais, as relacdes entre as
concentracdes de nitratos e nitritos [NO3]/[NO;]. Kit colorimétrico Nitrato/Nitrito Cayman
Chemical Company N2 780001.

4.15 Lipoperoxidacdo TBARS

As substancias reativas ao acido tiobarbitarico — TBARS foram avaliadas para medida
indireta de lipoperoxidacdo. Brevemente, nesta técnica, o plasma dos animais de ambos
grupos experimentais foram incubados com hidroxitolueno butilado, acido tricloroacético
30%, Tris-HCI 10 mM pH 7,4 e &cido tiobarbitarico 0,73%. Ao final, as amostras foram
pipetadas em placas de 96 micropocos para serem lidas a 540 nm em leitora de ELISA.
Procedimento para Kit TBARS Cayman Chemical Company N2 10009055.

4.16 Avaliacdes Macro e Microscopicas da Aorta

Os animais anestesiados (conforme ja& descrito) foram submetidos a realizacdo de
perfusdo cardiaca. Foi injetado inicialmente solucdo salina tamponada, PBS (NaCl - 136,8
mM, KCI - 2,7 mM, KH2PO4 - 0,9 mM, Na2HPO4 - 6,4 mM, pH 7,4) com auxilio de uma
bomba de perfusdo, até que a salina liberada da perfusdo através do ventriculo direito
estivesse livre de sangue (50 ml em média). A seguir injetou-se uma solugdo de
paraformaldeido 4% diluido em tampéo fosfato 0,1M (pH7,4) para fixacdo da aorta (150 ml
em média). A aorta foi, entdo, extraida a partir do bulbo adrtico até as imediacdes da insercdo

das artérias subcostais, mantendo a primeira por¢do de insercdo das artérias do tronco
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braquiocefalico, subclavia e cardétida comum, na regido do arco adrtico, sendo a mesma pos-

fixada por imersdo em paraformaldeido 4%, por 4 h a temperatura ambiente.

Para a analise macroscopica as artérias foram seccionadas no plano longitudinal ao
longo da parede posterior e coradas durante 10 minutos em Oil Red O (Sigma). As aortas
foram fotografadas em seu tamanho real, e as lesdes medidas por area (mm?) através do
programa computacional Image-J versdo 1.47 (National Institutes of Health, USA). A
proporcdo de lesGes ateroscleroticas macroscopicas foi calculada pela area de lesdo em

relacdo a area total.

Para as andlises microscopicas da aorta e identificacdo da espessura arterial e lesdo
aterosclerotica, os tecidos foram crioprotegidos, primeiro em solucdo de sacarose 15%
seguido de sacarose 30%, diluidas em tampdo fosfato 0,1M (pH7,4). O tecido foi entdo
colocado em isopentano e congelado em nitrogénio liquido. As pecgas anatdbmicas foram
embebidas em componente para criomolde (Tissue-Tek). As seccOes foram realizadas em
micrétomo de congelacdo (20 um) temperatura de -18°C a -22°C em planos continuos de
cortes axiais com 14° de angulacdo na navalha. Apés coloragdo em Oil red O, durante cinco
minutos, os cortes foram lavados em agua Milli-q seguido da aplicacdo de DAPI fluorshield
(F6057, Sigma), para marcacdo dos nucleos. As fotomicrografias foram obtidas no
microscopio iX81 (Olympus), com filtros especificos e com tempo de aquisicdo de 5
segundos para salientar a composicdo do tecido na interacdo com o corante que possui

componentes para fluorescéncia.

4.17 Expressdes Proteicas por Imunodeteccdo na Aorta

Para determinacdo da expressdao de GAPDH, VCAM - 1, SIRT — 1, HSF1, HSP70,
HSP72 e HSP27 por Western Blot, a artéria extraida, foi limpa em salina 0,9%, e colocada
em tubo tipo Eppendorf contendo 350ul de dodecil sulfato de sddio (SDS) 0,1% e 1ul de cada
inibidor de protease (fluoreto de fenilmetilsulfonila-PMSF 100uM, N-tosil-L-lisina
clorometil-cetona-TLCK 20uM, aprotinina 2ug/mL e leupeptina 2ug/mL) para serem
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homogeneizados em turax. Em seguida, o conteudo foi centrifugado a 15.000 g por 1 min a
temperatura ambiente e o sobrenadante coletado. A concentracdo de proteina foi determinada
pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), e as amostras foram posteriormente diluidas
em SDS 0,1% para uma concentracdo de 2pug/ul, e depois com tampao de amostra [S0 mM
Tris pH 6,8, SDS 10% (w/v), glicerol 10% (v/v), 2-mercaptoetanol 10% (v/v) e 2 mg/mL azul
de bromofenol], para obter a concentragdo final de 1pg/ul. Antes de aplica-las no gel, as

amostras foram fervidas a 100°C por 5 min para desnaturacdo completa das proteinas.

Quantidades iguais de proteina (~40pg por well) foram aplicadas em gel de
poliacrilamida 10% para separacdo durante 6 h e utilizando corrente elétrica constante a 5 mA
por gel. Foi utilizado o sistema vertical Slab Gel Mini-Protean TetraCell (BIO-RAD)
preenchido com tamp&o de corrida contendo Tris a 25 mM e SDS a 1% (m/v). Foi usado
como marcador de peso molecular, 6 pL de mistura de proteinas recombinantes pré-coloridas
(c6d. RPN8OOE, GE Health Care) por gel. Para a realizacdo do procedimento de
eletrotransferéncia, pelo qual ocorre a transferéncia das proteinas para uma membrana de
nitrocelulose (GE Health Care), foi utilizado o sistema refrigerado Blot Cell (BIO-RAD) a
100V constantes por 1 h. A confirmagdo do sucesso dos procedimentos descritos foi obtida
pela coloracdo da membrana de nitrocelulose com Vermelho Ponceau S (Red Ponceau S, sal
de sodio 0,3%, Sigma) em solucdo de acido tricloroacético a 3% e, em seguida, descoradas
com solucéo TEN (Tris-EDTA-NaCl a respectivamente 50, 5 e 150 mM)-Tween 0,1% (v/v).

O procedimento de imunodeteccéo foi realizado inicialmente incubando as membranas
de nitrocelulose por 30 min com tampé&o de blogueio (albumina a 1% em TEN-Tween 0,1%)
em temperatura ambiente; as membranas foram entdo colocadas, sob agitacdo, com anticorpo
primario especifico, a 4°C, overnight. Sendo realizados 3 lavagens consecutivas de 15 min
com TEN-Tween 0,1%, e entdo mais 1 h de incubagdo se seguiu sob agitacdo, a 4°C, com o
anticorpo secundario. Mais 3 lavagens foram feitas com TEN-Tween 0,1% e a imunodetec¢éo
foi realizada por quimiluminescéncia com uso de Luminol, acido p-coumarico e H,O,, sendo
a quimiluminescéncia fotodocumentada (60 fotos, 1foto/10seg) e as imagens quantificadas
com auxilio do sistema automatico ImageQuant 350 (GE Health Care).

Para determinar a expresséo de: VCAM — 1 foi utilizado anticorpo monoclonal anti-
VCAM - 1 (Santa Cruz cod. SC 8304, produzido em coelho, Anti-VCAM - 1), diluido 1:500
em tampdo de bloqueio, seguido de anticorpo conjugado com peroxidase HRP (Sigma cdd.
A0545, Anti-1gG de coelho), a uma diluicdo de 1:100.000 em tampdo de bloqueio.; SIRT-1
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foi utilizado anticorpo monoclonal anti-SIRT-1 (Enzo Life Science c6d. BML-SA427-0100,
produzido em coelho, Anti-SIRT-1), diluido 1:1.000 em tampdo de bloqueio, seguido de
anticorpo conjugado com peroxidase HRP (Sigma cdd. A0545, Anti-lgG de coelho), a uma
diluicdo de 1:100.000 em tampéo de blogueio.; HSF1 foi utilizado anticorpo monoclonal anti-
HSF1 (Enzo Life Science c6d. SAB-4501448, produzido em coelho, Anti-HSF1), diluido
1:500 em tampéo de bloqueio, seguido de anticorpo conjugado com peroxidase HRP (Sigma
cod. A0545, Anti-IgG de coelho), a uma diluicdo de 1:100.000 em tampédo de bloqueio.;
HSP70 foi utilizado anticorpo monoclonal anti-HSP70 clone BRM22 (Sigma cd6d. H5147,
produzido em rato, Anti-HSP70), que reconhece tanto a forma induzivel de 72-kDa quanto a
forma constitutiva de 73-kDa, diluido 1:5.000 em tampé&o de bloqueio, seguido de anticorpo
conjugado com peroxidase HRP (Sigma cod. A9044, Anti-lgG de rato), a uma diluicdo de
1:100.000 em tampéo de bloqueio.; HSP72 foi utilizado anticorpo monoclonal anti-HSP72
clone C92F3A-5 (Santa Cruz cod. SC-66048, produzido em rato, Anti-HSP72), diluido
1:1.000 em tampéo de bloqueio, seguido de anticorpo conjugado com peroxidase HRP (Sigma
cod. A9044, Anti-1gG de rato), a uma diluicdo de 1:100.000 em tampao de blogueio.; HSP27
foi utilizado anticorpo monoclonal anti-HSP27 clone G3.1 (Enzo Life Science c6d. ADI-SPA-
800f, produzido em rato, Anti-HSP27), diluido 1:1.000 em tampéo de blogueio, seguido de
anticorpo conjugado com peroxidase HRP (Sigma c6d. A9044, Anti-lgG de rato), a uma
diluicdo de 1:100.000 em tampao de bloqueio.

Como normalizador, foi utilizado GAPDH marcado com peroxidase (Sigma G9295)
diluido 1:50.000 com tampédo de blogueio. Os dados serdo apresentados como unidades
arbitrarias (UA) da razdo obtida entre o volume de pixels de cada banda de interesse pela

quantidade de pixels detectada nas respectivas bandas das proteinas normalizadoras.

4.18 Ativacgdo da Fracao Nuclear de NF-xB

Para determinacéo da ativagdo do NF-«B, utilizou-se o kit NF-kB (p50/p65) Cayman
Chemical Company N2 10011223, para tanto, foi necessario a obtencdo dos extratos nucleares

das células da aorta.
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A obtencdo do extrato nuclear foi realizado utilizando-se amostras de tecido fresco,
cortado em pedagos muito pequenos, em tubos para homogeneizador (tipo POTTER). Com as
amostras mantidas em gelo, adicionou-se 3 ml Tampédo Hypotonic 1X gelado e suplementado
com ditiotreitol - DTT 3 ul [1M] e 3 ul de Nonidet P-40 (10%) por grama de tecido utilizado.
As amostras homogeneizadas em homogeinizador Polytron (POTTER) foram incubadas em
gelo durante 15 minutos. Transferidos para eppendorfs para centrifugacdo a 300 x g durante
10 minutos a 4°C. O pellet foi resuspendido em 500 pL de Tampédo Hypotonic 1X (Kit)
pipetando-se para cima e para baixo varias vezes, incubado em gelo durante 15 minutos.
Adicionado 50 ul de Nonidet P-40 10%, e novo processo de mistura, pipetando para cima e
para baixo. Centrifugou-se as amostras a 14.000 x g durante 30 segundos a 4 °C. O sedimento
foi entdo resuspendido em 50 pL Tampéo de Extracdo nuclear (frio) 1X (com inibidores de
fosfatase e protease). Ciclos de vortex 30 segundos na configuracdo mais alta, e 10 minutos de
repouso em gelo, novo ciclo de vortice na poténcia méxima durante 30 segundos,
procedimento repetido num total de seis ciclos. Finalmente centrifugou-se a 14000 x g
durante 10 minutos a 4° C. O sobrenadante continha a fracdo nuclear. E uma pequena aliquota
destes extratos foi usada para dosagem de proteinas pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976).

A medida de ativagdo do NF-kB foi realizado conforme as instru¢des fornecidas pelo
protocolo do kit NF-xB/p65 (Cayman) empregando-se as solucdes e tampdes que
acompanhavam o mesmo. As placas de 96 well foram sensibilizadas com o anticorpo de
captura e incubado “overnight” (12h), a 4°C. Ap0s esta incubacdo, as placas foram lavadas e
bloqueadas utilizando-se o tampédo de lavagem contendo 1% de BSA. Em seguida, foram
adicionados 100uL das amostras e do padrdo de NF-xB. As amostras foram diluidas 1:10 em
tampdo de bloqueio a fim de se alcancar a concentracdo de 15 a 1.000 ng/mL de proteinas no
extrato nuclear, como sugerido pelo kit. As placas foram novamente incubadas por 4 horas,
em temperatura ambiente. Durante esta incubacgéo, foi proporcionada a ligacéo especifica da
forma ativa do NF-kB, contida nos extratos nucleares, aos anticorpos especificos imobilizados
nas cavidades da placa. Terminado o periodo de incubacéo, as cavidades foram lavadas 4
vezes com 300 pL por well de tampédo de lavagem. Foram adicionados entdo 100 uL por
cavidade do anticorpo de detec¢do diluido em tampdo de bloqueio e as placas foram
incubadas por uma hora, em temperatura ambiente. Estes anticorpos, usados para detectar o
NF-kB, reconhecem um epitopo nas subunidades p65 que se torna acessivel apenas quando

este fator nuclear encontra-se ativado e ligado ao seu DNA alvo. Apds esta incubacdo, as
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cavidades da placa foram novamente lavadas quatro vezes com tampédo de lavagem (300 pL
por cavidade) e o anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina foi adicionado
(100 pL). Ao término de mais uma incubacdo de 1 hora em temperatura ambiente, foram
executadas cinco lavagens, e finalmente foram adicionados as cavidades 100 pL da solugéo
de substrato (pNPP - p-Nitrofenil fosfato) e a placa foi incubada por 30 minutos, em

temperatura ambiente, procedendo-se a leitura em leitor tipo ELISA, a 405 nm.

4.19 Determinacdo Plasmatica de HSP72

Para determinacdo das dosagens de HSP72, Kit Enzo Life Sciences (Imunoensaio
Enzimético) cod. ADI-EKS-715, o sangue foi coletado em &cido etilenodiaminotetra-acético
(EDTA) na concentragdo de 2mg/mL de sangue. O plasma armazenado com inibidores de
proteases Leupeptina (Sigma L8511, hemissulfato, FW = 475,59 g/mol), [2 ng/mL = 4,2 uM];
Aprotinina (Sigma A1153, liofilizada; FW = 6511 g/mol) [2 png/mL = 0,31 uM]; TLCK
(cloridrato de N-Tosil-I-Lisina Clorometil Cetona; Sigma T7254; FW = 369,31 g/mol). [1,85
mg/mL = 5 mM]; PMSF (Fluoreto de Fenil-Metil Sulfonila; Sigma P7626; FW= 174,19
g/mol) [1,74 mg/mL = 100 mM].

As concentracdes de HSP72 no plasma foram determinadas seguindo as instrucdes do

fabricante. Mensurada por Enzyme-linked Immunosorbent Assay — ELISA (450 nm).
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5. RESULTADOS

5.1 Monitoramento do Ganho de Massa Corporal Durante as Semanas do

Tratamento de “Choque Térmico”

O ganho de massa corpérea dos animais (Figura 7), em ambos 0S Qrupos
experimentais conforme descrito metodologicamente, foram acompanhados a partir do 210°
até 0 270 dia, periodo este corespondente ao tratamento com choque térmico. O peso médio
dos animais no inicio da fase experimental foi de aproximadamente 24,4g, e ao longo das oito
semanas de tratamento apresentaram uma correlacdo positiva nos dois grupos, no entanto, o
ganho de peso corporal foi menor no grupo LDL — heat shock, como pode ser evidenciado
pelo grau de angulacdo da reta que foi de = 8°, enquanto o grupo ndo tratado (LDL — sick)
apresentou um grau de angulagdo da reta de = 14°. O n experimental inicial foi de 59 e 48

animais para LDL — sick e LDL — heat shock e o n final de 40 e 32 animais respectivamente.

Efeito do Tratamento no Ganho de Massa Corporal
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Semanas de Tratamento B LDL-sick O LDL- heat shock

Figura 7. Efeito do tratamento de “choque térmico” no ganho de massa corporal. A evolucdo do peso
corporal (média) ao longo de oito semanas de tratamento, os animais tratados (LDL — heat shock) tiveram um
aumento de massa menor que o grupo controle-doente (LDL - sick), o que é evidenciado pelo grau de angulacéo
da reta de correlacdo. LDL — sick n experimental inicial-(i) 59, final-(f) 40; LDL — heat shock n (i) 42, () 36.
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Quando comparado o desempenho semanal entre os dois grupos experimentais, é
possivel observar que o tratamento cronico com choque térmico reduziu com eficiéncia o
ganho de massa do grupo LDL — heat shock, a partir da terceira semana de tratamento
(Figura8). As grandes flutuagfes de massa (desvio padrdo) apresentadas pelos grupos
experimentais, em especial LDL-sick, é dado por eventos ndo ligados as rotinas semanais de

choque térmico, mas sim como consequéncia do agravo do quadro aterosclerotico.

Estes eventos isolados observados na segunda, quinta e sétima semanas de tratamento
referem-se a morte de um maior namero de animais do grupo LDL — sick que mascaram 0S
dados reais, haja vista, que obrigatoriamente estes animais apresentavam uma grande perda de
peso corporal, como um evento pré-morte. Esta perda de peso correspondente a
aproximadamente 26% da massa corporal total, deixavam os animais em estado de caquexia
grave, e levava a morte de forma rapida em menos de uma semana. Estes mesmos eventos

deixaram de ocorrer no grupo LDL — heat shock apds a segunda semana de tratamento.

Ganho de Massa Corporal Entre os Grupos Experimentais
32.0 * *% %%
30.0
5 28.0 ] {
o L m
0 26.0 I
a I 1 j
24.0 l l
22.0
20.0
| Il 1l v v VI Vil VI
Semanas de Tratamento B LDL-sick DOLDL-heat shock * p<0,01
n=i59-f40 n=i42-136 %% p<0,001

Figura 8. Comparacéo do ganho de massa corporal nos grupos experimentais por semana de tratamento.
A avaliacdo do desempenho semanal no ganho de peso corporal apontou efeitos significativos na quarta
(p<0,01), sexta e oitava (p<0,001) semanas de tratamento entre os grupos, Teste t-Student. Grupos experimentais
controle aterosclerdtico (LDL - sick) e choque térmico (LDL — heat shock). Dados expressos em média + desvio
padrdo, LDL — sick n experimental inicial-(i) 59, final-(f) 40; LDL — heat shock n (i) 42, (f) 36.
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Os indices de Lee dos grupos estudados, refletiram os dados precedentes, ao diferirem
estatisticamente (p<0,01; Teste t-Student) no desfecho do tratamento de choque térmico no
grupo LDL — heat shock ao longo das oito semanas. O indice médio foi de 33,4+1,6 para
LDL - sick; e 31,2+0,9 para LDL — heat shock, dados apresentados pela expressdo da média e

desvio padréo (Figura 9). As medidas foram aferidas em um total de 12 animais por grupo.

Indice de Lee
37

35
33
31
29
27
25

0<0,01 §

(=

LDL - sick LDL - heat shock

n=12 Grupos Experimentais

Figura 9. Indice de Lee. O tratamento cronico de choque térmico
por oito semanas reduziu significativamente (p<0,01) o indice de
Lee no grupo tratado com choque térmico. Teste t-Student. Grupos
experimentais controle aterosclerético (LDL - sick) e choque
térmico (LDL - heat shock). Dados apresentados com média +
desvio padréo (n=12).

5.2 Ingestdo Calérica de “High Fat Diet - HFD” Durante o Tratamento

Segundo os resultados apresentados anteriormente (item 5.1), cogitarmos se as
diferencas de massa corporal entre os animais dos grupos experimentais em questdo, ndo
seriam causadas por um menor consumo alimentar. Seria o chogue térmico capaz de alterar o
comportamento alimentar dos animais em tratamento crbénico?; Para que estas e outras
questdes referentes ao tratamento fossem de imediato excluido, acompanhamos o consumo
alimentar dos animais dos 90 - 270° dias de vida, e os dados mostraram que 0 consumo medio

de 2 g/dia por animal (aproximadamente 10,5 k/cal), manteve-se invariavel por todo o periodo
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experimental quando comparado entre 0s grupos e aos demais animais do mesmo

procedimento experimental (Figura 10).

Consumo Alimentar Individual
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Grupos Experimentais

Figura 10. Consumo caldrico didrio. A ingestdo alimentar
individual (k/cal) ndo difere entre os grupos em funcdo do
tratamento. Grupos experimentais controle aterosclerético (LDL -
sick) e choque térmico (LDL — heat shock). Dados expressos em
média + desvio padrdo, n=15.

5.3 Estimativa de Sobrevivéncia de Kaplan-Meier, Efeitos do Tratamento
Cronico

A curva de sobrevida de Kaplan-Meier é usada como probabilidade de sobreviver em
um determinado periodo de tempo e foi aplicada como método de comparagéo da eficacia do
tratamento (choque térmico) na recuperagdo, ao menos em parte, dos danos causados pelo
longo consumo de uma dieta hiperlipidica e hipercolesterolémica entre os grupos estudados,
gerando longevidade.

O numero total de mortes apresentadas pelo grupo doente (LDL — sick), n inicial 59,
foram de 19 animais ocorridas entre 0s 171° - 264° dias, enquanto 0s animais tratados (LDL —
heat shock), n inicial 42, foram de seis mortes entre os 180° - 218° dias. Estas diferencas

representam uma perda de 32,8% dos animais ndo tratados, uma probabilidade de sobrevida
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numa escala de 0-1 de 0,65+0,064, durante toda a fase de estudos, quando comparados as
taxas de sobrevida de 0,83+0,061 do grupo LDL — heat shock, apresentando apenas 11,9% de
mortes. Ressalta-se que as mortes de LDL — heat shock ocorreram até o inicio da segunda
semana do periodo de tratamento de choque térmico, evidenciando a eficacia do tratamento
no aumento da sobrevida dos animais ateroscleroticos. Estatisticamente foram elaboradas

ensaios de hipdtese de Mantel-Cox (p<0,05) a partir do teste de Log-Rank (Figura 11).

Estimador de Kaplan-Meyer para a Funcao de Confiabilidade
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Figura 11. Analise de sobrevivéncia, hipdtese probabilistica de Kaplan-Meier. A avaliagdo da sobrevida
esperada é apresentada nos graficos em seus limites (superiores e inferiores) de confiabilidade para os grupos
LDL — sick e LDL — heat shock respectivamente. O tratamento com choque térmico por um periodo de oito
semanas reduziu, significativamente (p<0,05), o nimero de mortes aumentando a sobrevida dos animais
enfermos. Fiabilidade estatistica de Mantel-Cox, teste de hip6tese de Log-Rank. LDL — sick n experimental
inicial-(i) 59, final-(f) 40; LDL — heat shock n (i) 42, (f) 36.
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Os efeitos do tratamento cronico de choque térmico foram também perceptiveis na
aparéncia epidérmica macroscopica dos animais (Figura 12). O consumo de uma dieta HFD
hipercolesterolémica por periodos prolongados como no esquema experimental, levou a um
grave comprometimento dos vasos sanguineos periféricos. Regides corporais extremas como
orelhas, caudas, pés e até mesmo locais onde o fluxo sanguineo ocorre em pequenos vasos,
fossem gravemente prejudicados levando, na maior parte dos casos, a perda da micro
circulacdo, ocorrendo grandes areas de necrose e perda efetiva de importantes estruturas,

como a cauda.

O choque térmico melhorou estas lesbes no grupo LDL — heat shock, a partir da
terceira semana, impedindo que estes animais ao chegarem ao término do tratamento
apresentassem tamanho dano estrutural epidérmico ou amputagdes naturais como as

observadas no seu grupo controle doente, LDL — sick.

Caracteristicas Macroscoépicas Externas do Tratamento

\

LDL - sick

LDL — heat shock

210 dias 240 dias 270 dias

Figura 12. Aparéncia epidérmica macroscopica como reflexo do tratamento de choque térmico. A
melhora da condicdo fisica das estruturas injuriadas pelo comprometimento da micro circulagdo, sao
evidenciados nos animais do grupo LDL — heat shock, apartir da terceira semana de tratamento, como
apresentado no 240° dia. O tratamento com choque térmico impediu a evolugdo dos danos causados pelos
problemas circulatérios que levaram a perda de estruturas como caudas e orelhas e o comprometimento
epidérmico observado no grupo LDL — sick.

BRUXEL, M. A.



5. Resultados 50

5.4 Resposta a Sobrecarga Glicidica e Insulinica nos Testes de Tolerancia

ApOls 72 horas da ultima sessd@o de choque térmico, na oitava semana, 0S animais
foram submetidos a avaliagdo da resposta glicémica a sobrecarga de glicose. No procedimento
foram injetados intraperitonealmente glicose [1 g/Kg em 0,9% NaCl] nos animais, em jejum
prévio de 12 horas.

O tratamento modificou significativamente (p<0.01) a concentracdo de glicose
circulante entre os grupos, no tempo zero (t=0) (Figura 13), os animais que receberam
cronicamente choque térmico ao longo das oito semanas, LDL — heat shock, apresentaram
uma reducdo na glicemia de jejum, aproximadamente 1,6 mM/L, e ao longo do teste de
tolerancia (t=30, t=60, t=90 e t=120), mantiveram esta diferenca, respondendo a sobrecarga,

recuperando totalmente a glicemia basal duas horas ap6s o inicio do teste (t=120).

A variacdo glicémica entre os tempos 30 e 90 minutos da curva glicémica, no grupo
controle doente (LDL - sick), parece anunciar uma condicdo de menor tolerancia a glicose,

visto que a capacidade da recuperacao da glicemia apareceu alterada.

Apbs a obtencdo dos dados relativos aos testes de tolerancia a glicose, procedemos
com o célculo da area sob a curva, como um coadjuvante nesta analise, a area sob a curva foi
calculada pela lei de formacédo da integral de uma funcdo no plano cartesiano. Os valores
obtidos (Figura 13 ‘em detalhe’) confirmam que a resposta a sobrecarga de glicose é diferente
nos animais submetidos ao choque térmico em comparacdo ao grupo controle (p<0.001). A
area sob a curva dos animais submetidos ao choque térmico (LDL — heat shock) é menor,
indicando uma melhor tolerancia, quando comparado ao seu grupo controle doente (LDL -
sick).

Os efeitos do choque térmico também foram refletidos na resposta a sobrecarga
hormonal intraperitoneal de insulina regular [0,75 UI/Kg]. A resisténcia insulinica
apresentada pelo grupo controle aterosclerético desapareceu no grupo tratado com choque

térmico (Figura 14).
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Figura 13. Testes de toleréncia a glicose e analise da area sob a curva. A sobrecarga a glicose i.p. [1 g/kg em
0,9% NaCl] realizada em jejum (12 horas), 72 horas ap6s a ultima sessdo de choque térmico (oitava semana)
apresentou boa tolerancia no grupo tratado (p< 0,01). Glicemia mensurada com glicosimetro (Optium Xceed da
Abbott) por puncdo caudal distal. Grupos experimentais controle aterosclerético (LDL - sick) e choque térmico
(LDL - heat shock). Em detalhe andlise da area sob a curva, demostrando melhor tolerancia a glicose (p<0,001).
Dados expressos em média + desvio padrdo, n= 6. Teste t-Student para comparagdo entre 0s grupos em cada
tempo experimental.
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Figura 14. Testes de tolerancia & insulina e andlise da &rea incremental sob a curva. A sobrecarga a insulina
i.p. [0,75 U/kg] realizado em jejum (12 horas), 72 horas ap6s a ultima sessdo de choque térmico (oitava semana)
apresentou melhor sensibilidade no grupo tratado (p< 0,01). Glicemia mensurada com glicosimetro (Optium
Xceed da Abbott) por puncéo caudal distal. Grupos experimentais controle aterosclerético (LDL - sick) e choque
térmico (LDL - heat shock). Em detalhe anélise da area incremental sob a curva, demonstrando melhor resposta
a sobrecarga hormonal (p<0,001). Dados expressos em média + desvio padrdo, n= 6. Teste t-Student para
comparacao entre os grupos em cada tempo experimental.
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A alta sensibilidade ao hormonio, apresentado pelo grupo LDL — heat shock, pode ser
observada pela &rea incremental sobre a curva (Figura 14 ‘em detalhe’), calculada
geometricamente por meio da aplicacdo da regra trapezoidal, excluindo-se as areas abaixo da
linha de jejum (tempo zero). O tratamento “estabilizou” a glicemia [2,5 mM/L], prolongando

o efeito hormonal da insulina (=60 ao t=120) nos animais tratados (LDL — heat shock).

5.5 Aspectos Bioquimicos do Tratamento Crénico de Choque Térmico

O tratamento prolongado de choque térmico demonstrou alterar a glicemia de jejum
nos testes de sobrecarga (item 5.4), por esta razdo seria pertinente pensarmos que tais
alteragcBes poderiam ter sido também refletidas em outros pardmetros como nos lipidios
circulantes. Estas analises foram realizadas em plasma em testes colorimétricos, 72 horas apds

a Ultima sessao de choque térmico e periodo de jejum de 12 horas.

A glicemia de jejum (Tabela 1), novamente avaliada, apresentou uma reducdo de
aproximadamente 30% no grupo LDL — heat shock quando comparado ao grupo doente,
repetindo os dados apresentados anteriormente. Os niveis lipidicos de triglicérides e colesterol
total também apareceram reduzidos no grupo tratado cronicamente com choque térmico, a

queda apresentada foi de 35% e 42% respectivamente.

As lipoproteinas de densidade alta tiveram um aumento de seus niveis circulantes, em
funcdo do tratamento, de 0,58 mM/L (LDL - sick) para 1,02 mM/L (LDL — heat shock), o que
representa um adito de mais de 75% da concentracdo desta lipoproteina. Os niveis de
lipoproteinas de densidade muito baixa e de densidade baixa (LDL) reduziram seus niveis
circulantes em 35% e 47,5% respectivamente (Tabela 1). As alteracGes significativas
(p<0.001) nos parametros lipidicos causados pelo tratamento, principalmente dos niveis de

HDL e de LDL, devem refletir diretamente no grau e gravidade da formac&o aterosclerdtica.
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Tabela 1. Parametros bioquimicos, glicose e lipidios circulantes. Analises realizadas em
jejum (12 horas), 72 horas ap0s a Ultima sessdo de choque térmico (oitava semana), reducao
dos niveis de glicose, triglicérides, colesterol total, lipoproteinas de densidade muito baixa —
VLDL e baixa — LDL; e aumento dos niveis de lipoproteinas de densidade alta — HDL, em
funcao do tratamento (p<0,001). Grupos experimentais controle aterosclerdtico (LDL - sick) e
choque térmico (LDL — heat shock). Dados expressos em média + desvio padrdo, n= 13. Teste
t-Student para comparagao entre 0s grupos.

PERFIL GLICIDICO E LIPIDICO (mM/L)

LDL - sick LDL - heat shock
Glicose 8,35+0,1 591+0,14 *
Triglicerideos 16,92 +1,71 10,93 +1,44 *
Colesterol Total 20,59 + 2,11 11,86 + 0,45 *
Colesterol HDL 0,58 + 0,09 1,02+ 0,04 *
Colesterol VLDL 3,38+ 0,34 2,19+0,28 *
Colesterol LDL 16,58 + 1,82 8,70+ 0,27 *

Meédias + desvio padrdo, * Teste T p<0,001 (LDL - sick Vs. LDL - heat shock)

5.6 Aspectos Morfométricos e Anatdmicos de Orgaos e Tecidos Internos

Algumas estruturas internas como pulmao, coracao, figado e tecido adiposo epididimal
foram avaliados morfometricamente. Figado e pulméo apds excisados e pesados calculou-se o
indice de congestdo (hepéatica e pulmonar). No coracdo, atrios separados dos ventriculos
foram pesados para avaliacao de hipertrofia e o tecido adiposo apds pesado foi expresso como
valor de deposicdo. Para estas avaliaces, determinou-se a razdo peso Umido das estruturas

(mg) / peso corporal total (g).

Nas avaliacbes pulmonares, ndo houve diferenca estatistica (p=0,740; n=25)
decorrentes do tratamento na comparacao entre os dois grupos, tornando-os equivalentes no
aspecto da congestdo pulmonar (Figura 15). Outras alteracGes de dano tecidual ndo foram

observadas nos pulmdes.

Entretanto, as alteraces hepéticas foram visiveis (Figura 17) e pode-se notar uma
reducdo do acumulo lipidico, no figado dos animais tratados (LDL — heat shock), destacado
através da coloracdo do 6rgdo, que manteve seu aspecto sadio contrastando com a aparéncia

amarelada do figado do animal doente (LDL — sick). O figado dos animais LDL — sick
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apresentaram ainda, um aumento de tamanho e de massa, cerca de 15% (p<0,001; n=25),
caracterizando uma hipertrofia, causada pela congestdo sanguinea e excesso de lipides

(Figura 16).
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Figura 15. Congestdo pulmonar, avaliacdo de hipertrofia do
pulmao. Raz&o peso imido dos pulmdes (mg) / peso corporal total
(9), ndo ocorreram alteracfes em fungdo do tratamento. Grupos
experimentais controle aterosclerético (LDL - sick) e choque
térmico (LDL — heat shock). Teste t-Student (p<0,740). Dados
expressos em média + desvio padrdo, n= 25.
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Figura 16. Congestdo hepatica, avaliagdo de hipertrofia do
figado. Razéo peso umido do figado (mg) / peso corporal total (g),
0 tratamento reduziu a taxa de congestdo (p<0,001) no grupo
LDL - heat shock, evitando a hipertrofia do 6rgdo. Grupos
experimentais controle aterosclerético (LDL - sick) e choque
térmico (LDL — heat shock). Teste t-Student. Dados expressos em
média + desvio padrdo, n= 25.
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Aspecto Macroscépico do Figado

LDL - sick LDL - heat shock

Figura 17. Alteracfes hepaticas do tratamento de choque térmico.
Imagens representativas do tratamento, efeitos sobre o figado. Grupo
experimental controle aterosclerético (LDL - sick) apresentando
coloracdo alterada pela presenca de gordura (esteatose). Figado de
animais choque térmico (LDL — heat shock) com aspectos normais de

coloracdo e tamanho.

Quanto ao aumento da massa (hipertrofia) dos ventriculos, embora considerada
compensatdria, é um preditor independente de maior morbimortalidade cardiovascular, e € um
importante fator de risco para o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca tanto sistolica
quanto diastolica. No tratamento com choque térmico, o grupo LDL — heat shock reduziu a
taxa de hipertrofia (p<0,001) em aproximadamente 9,7%, reduzindo a resisténcia adrtica,
diminuindo o esfor¢o miocardico ventricular e a congestao sanguinea (Figura 18). Efeitos que

foram confirmado em doppler (item 5.14).
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Figura 18. Hipertrofia miocardica ventricular. Razdo peso Umido
ventricular (mg) / peso corporal total (g), o tratamento reduziu a taxa de
hipertrofia (p<0,001) no grupo LDL — heat shock, evitando a congestéo
do érgdo. Grupos experimentais controle aterosclerdtico (LDL - sick) e
choque térmico (LDL — heat shock). Teste t-Student. Dados expressos
em média + desvio padrédo, n= 25.
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Os depositos de tecido adiposo branco epididimal sofreram drésticas reducbes
(p<0,001) em virtude do tratamento, a taxa de deposi¢édo foi de 22,8 mg/g de peso corporal
nos animais doentes (LDL — sick) e 9,7 mg/g para os animais LDL — heat shock (Figura 19),
uma queda representativa de 57,3% no tamanho do depdsito. Foram observados ainda
reducdes de massa adiposa branca retroperitoneal e visceral nos animais tratados com choque

térmico.
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Figura 19. Taxa de deposi¢do de gordura epididimal. Razdo massa
tecido adiposo (mg) / peso corporal total (g), o tratamento reduziu
significativamente(p<0,001) os depdsitos de tecido adiposo no grupo
LDL — heat shock. Grupos experimentais controle aterosclerdtico
(LDL —sick) e choque térmico (LDL — heat shock). Teste t-Student.
Dados expressos em média * desvio padrdo, n= 25.

5.7 Nitratos e Nitritos Como Medida Indireta de Oxido Nitrico

O NO importante fator vasodilatador dos vasos, por tanto um nitrovasodilatador, é
formado através da transformagdo do aminoacido L-arginina em L-citrulina pela enzima
oxido nitrico sintetase, sua inativacdo ocorre atraves da combinacdo com o heme da
hemoglobina inativado na presenca de oxigénio, sendo convertido a nitrato, ou pela oxidacéo

direta a nitrato e nitrito que é excretado na urina. Participam desta reacdo de sintese as
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izoenzimas da sintase do NO (1, Il e IlI), sendo a izoenzima Il conhecida por ser estimulada

em situacOes de inflamacdo (como na aterosclerose).

As diferengas na concentracdo de nitrato e nitrito totais (NOx) no plasma, nos dois
grupos, foi estatisticamente significante (Tabela 2). A reducdo na concentragdo plasmatica foi
de 42%, nos animais que receberam tratamento LDL — heat shock.

Os niveis de nitritos (NO;") foram maiores nos animais “choque térmico” (+ 55,2%),
enquanto os niveis de nitratos (NO3") apresentaram uma menor taxa neste grupo (- 57,9%).
Assim, podemos presumir que o choque térmico reduziu os niveis de NOy pela menor

producdo de NO, haja vista que a condi¢do do vaso também melhorou (item 5.10).

Foram calculadas ainda nos grupos experimentais, as relacfes entre as concentragdes
de nitratos e nitritos [NO3]/[NO;]. Essas relagdes mostram que as proporcGes de NOy
plasmatico em relacdo ao NO3 é maior no grupo LDL — sick (1:11) quando comparado ao
grupo tratado, LDL — heat shock (1:2). Esses dados demonstram haver, uma tendéncia a
normalizacdo do desvio da reacdo NOsz (itray <> NO2 (initoy Para a direita, com maior

formacdo de NO," em virtude do tratamento nos animais LDL — heat shock.

Tabela 2. Concentracdo dos niveis de nitratos e nitritos plasméatico. Anélises realizadas em
jejum (12 horas), 72 horas ap6s a Ultima sessdo de choque térmico (oitava semana), reducdo
dos niveis de nitratos e nitritos totais (NO,) e nitratos (NO3’); e aumento dos niveis de nitritos
(NO,) em funcdo do tratamento (p< 0,001). Razdo [NO5]/[NO,1], reduzida nos animais do
grupos experimental choque térmico, LDL — heat shock (1:2), comparado ao controle
aterosclerdético, LDL — sick (1:11). Dados expressos em média + desvio padrdo, n= 8. Teste
t-Student para comparagdo entre 0s grupos.

NITRATOS (NO;') E NITRITOS (NO, ) [nmol/mL]
LDL - sick LDL - heat shock

NOx 198,64 + 38,9 113,3+26,4 *
NO, 16,43 £4,5 36,71 +5,1 *
NO3’ 182,2 34,8 76,63 +21,4 *
NO3; / NO,y 11,32+12 2,05+0,3 *

Meédias + desvio padrdo, * Teste T p<0,001 (LDL - sick Vs. LDL - heat shock)
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58 TBARS - Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitlrico, Medida de

Lipoperoxidacao

A grande concentracdo de NO gerado pelo quadro aterosclerético pode reagir
rapidamente com oxigénio e formar anidrido nitroso (N2O3) e outros compostos N-nitroso
visto que o NO é uma Espécie Reativa de Nitrogénio — ERN, um dos radicais livres (RLS)
responsaveis pelo estresse oxidativo causador de uma série de danos celulares. Esses RLs
reagem com PUFAs e AGLs, servindo como iniciadores dos processos de lipoperoxidacao
(LPO).

As taxas de LPO foram apuradas pelo ensaio com substancias reativas ao acido
tiobarbiturico — TBARS, onde os valores médios apresentados pelos grupos experimentais
foram de 38,86 nmol/mL para LDL — sick e 23,07 nmol/mL para LDL — heat shock
(Figura 20). As reducdes na LPO (-40,6%) foram significativas (p<0,001; n=6) e representam
um efeito benéfico do choque térmico por impedir o dano lipidico de moléculas insaturadas

das membranas celulares.
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Figura 20. Taxa de lipoperoxidacdo. Avaliacdo pelas substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico — TBARS, redugdo significativa (p<0,001) dos niveis de
dano as estruturas lipidicas no grupo tratado, LDL — heat shock. Grupos
experimentais controle aterosclerético (LDL —sick) e choque térmico
(LDL - heat shock). Teste t-Student. Dados expressos em média + desvio
padrdo, n= 6.
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5.9 Caracterizagdes Macroscopicas da Deposicédo Lipidica na Aorta

As andlises do efeito do tratamento de choque térmico sobre as artérias (aorta) foram
realizadas em um primeiro momento macroscopicamente, atraves da deposicdo de lipides
sobre a superficie endotelial. A aorta foi retirada a partir do bulbo aértico até as imediacdes da
insercdo das artérias subcostais, mantendo a primeira porcdo de insercdo das artérias do
tronco braquiocefalico, subclavia e carétida comum, na regido do arco adrtico. Abertas

longitudinalmente pela parte ventral foram coradas com Oil red O.

As éreas de deposicéo lipidica adrtica foram medidas pelo programa Image-J (mm?), e
expressas em valores percentuais sobre a area total do tecido. O tratamento reduziu (p<0,01;
n=8) a deposicdo lipidica no grupo LDL — heat shock em =54,6% (Figura 21), os valores
médios apresentados por grupo foram de 57,91+12,3% para LDL - sick, e 26,27+3,1% para
LDL — heat shock.
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Figura 21. Efeito do “choque térmico” na deposi¢io lipidica da aorta, aspecto
macroscopico. Area total coberta por lipides depositados no endotélio (%), reducio
significativa (p<0,01) de lipidios no grupo tratado, LDL — heat shock (-54,6%). Grupos
experimentais controle aterosclerético (LDL —sick) e choque térmico (LDL - heat shock).
Coloragdo em Oil red O, avaliacdo de area pelo software Image-J. Teste t-Student. Dados
expressos em média + desvio padrdo, n= 8.
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5.10 Caracterizagdes Microscopicas da Deposicao Lipidica na Aorta, Coloragdo

de Oil red O — Ensaio de Fluorescéncia

O tratamento apresentou melhorias que foram visiveis macroscopicamente atraves da
reducdo da deposicao de lipides nas artérias. Mas uma questdo ainda precisava ser respondida,
o tratamento com choque térmico seria capaz de alterar a formacéo da placa de aterosclerose?;
Assim, buscamos avaliar as estruturas envolvidas microscopicamente a fim de estimar o efeito

do tratamento sobre a formagéo da placa.

Para as andalises microscopicas da aorta foram realizados cortes axiais do tecido
perfundido (fixado em paraformaldeido 4%) e incluso em componente para criomolde
(Tissue-Tek). As seccBes foram realizadas em micrétomo de congelagdo (20 um) temperatura
de -18°C a -22°C. Apos coloracdo em Qil red O, as fotomicrografias foram registradas em
microscopio (Olympus - iX81) em diferentes filtros de luz para salientar a composi¢do do
tecido.

Nas fotomicrografias (Figura 22) é possivel observar uma série de imagens de ambos
0s grupos, constituidas em Branco (luz branca); DAPI (Ultravioleta, excitacdo 365 nm -
emissdo 420 nm) evidenciando DNA; FLj3 (Azul, excitacdo 488 nm - emissdo 520 nm)
marcando em azul-verde tecido muscular liso e em vermelho lipidios; FLs (Verde, excitacao

550 nm - emissdo 590 nm) marcando apenas lipidios em vermelho.

E possivel observar a presenca do ateroma, indicada pela seta amarela —
fotomicrografia de luz branca, no grupo LDL — sick. No entanto, o grupo tratado com choque
térmico ndo apresentou esta formacgédo ateromatosa, logo conclui-se que o ensaio crénico foi
efetivo no combate a patologia arterial, melhorando a condicdo do vaso. Nas imagens, LV

indica a Luz do Vaso; TM a Tunica Média; L a localizacdo de Lipidios.

Utilizando o software Image-J, foram realizadas mensuracfes representativas da
espessura do vaso (em amarelo), a formagdo da placa gera um adito nestes valores quando
comparados vaso higido e doente, os valores foram de 16,2 um para LDL — heat shock , e

28,5 um para LDL — sick.
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Figura 22. Fotomicrografias da aorta, efeito do “choque térmico” na formacdo do ateroma. Recuperagéo do
vaso doente (LDL — heat shock) quando comparado com seu controle doente (LDL — sick). Coloragdo em
Oil red O e fotomicrografias em Branco (Luz Branca), DAPI (Ultravioleta, excitacdo (ex.) 365 nm - emisséo
(em.) 420 nm) para DNA; FL; (Azul, ex. 488 nm — em. 520 nm) em azul-verde tecido muscular liso e vermelho
lipidios; FLs (Verde, ex. 550 nm - em. 590 nm) marcando apenas lipidios em vermelho. Seta (amarela) indicando
a placa ateromatosa no grupo doente. LV — luz do vaso; TM — tdnica média; L — lipidios. Grupos experimentais
controle aterosclerético (LDL —sick) e choque térmico (LDL - heat shock). Mensuragdo da espessura do vaso
pelo software Image-J. Escala 10um. Microscépio Olympus iX81. 100X.

5.11 Expressdes Proteicas no Tecido Aodrtico, Alteracbes do Tratamento com

Choque Térmico

A expressdao de proteinas potencialmente envolvidas em véarios estagios da
aterosclerose como no recrutamento de mondcitos e linfocitos, ativagdo do NF - kB,
resisténcia insulinica, inflamagdo vascular e inducdo de HSP, foram examinados afim de

estabelecer relagbes com o tratamento cronico de choque térmico.
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5.11.1 Proteina de Adesdo Celular Vascular - 1 (VCAM-1) 122kDa

A expressdo de VCAM-1 nas células endoteliais esta sob-regulacéo de citocinas como
o fator de necrose tumoral-alfa e interleucina-1. E a proteina responsavel por mediar a adeséo
de linfécitos, monacitos, eosinofilos e baséfilos para o endotélio vascular. O tratamento com
choque térmico reduziu (p<0,01; n=6) a expressdo proteica da molécula de adesdo celular
vascular nas artérias dos animais LDL — heat shock (Figura 23). Os dados foram normalizados
com a expressdo da proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh), e os valores
expressos em unidades arbitrarias (UA). O efetivo foi de 0.68 UA para LDL — sick e 0.45 UA
para LDL — heat shock (-32,5%).
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Figura 23. Imunodeteccdo de VCAM-1. Avaliagdo da expressdo de moléculas
de adeséo celular, 72 horas ap6s Ultima sessdo de choque térmico. O tratamento
reduziu significativamente (p<0,01) os niveis de VCAM-1 no grupo tratado,
LDL - heat shock (-32.5%). Normalizagcdo da expressdao com gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (Gapdh), e valores expressos em unidades arbitrarias.
Grupos experimentais controle aterosclerético (LDL —sick) e choque térmico
(LDL - heat shock). Teste t-Student. Dados expressos em média + desvio
padrao, n= 6.
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5.11.2 Proteina Desacetilase NAD-dependente SIRTUNA -1 (SIRT-1)
115 kDa

Sirtuina-1 é uma proteina associada a sobrevivéncia celular e metabolismo, estando
envolvido em mecanismos de senescéncia e apoptose. Atua no metabolismo energético pela
regulacdo da transcricdo dos PPARs (receptores ativados por proliferadores de peroxissomos)

reprimindo sua expressao, atenuando a adipogénese e melhorando a sensibilidade a insulina.

Fora observada uma superexpressdo de SIRT-1 (p<0,001; n=6) nas artérias dos
animais tratados com choque térmico (Figura 24). O grupo LDL — sick apresentou 0.56 UA e
0 grupo LDL — heat shock 1.74 UA (+210,7%). Os dados foram normalizados com Gapdh.
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Figura 24. Imunodetec¢do de SIRTUINA-1. Avaliacdo da expressdo de
sirtuina-1, 72 horas apos ultima sessdo de choque térmico. O “choque térmico”
induziu uma superexpressao (p<0,001) dos niveis de SIRT-1 no grupo tratado,
LDL — heat shock (+210,7%). Normalizacdo da expressdo com gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (Gapdh), e valores expressos em unidades arbitrarias.
Grupos experimentais controle aterosclerético (LDL —sick) e choque térmico
(LDL — heat shock). Teste t-Student. Dados expressos em média + desvio
padrdo, n= 6.
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5.11.3 Proteina do Fator de Choque Térmico — 1 (HSF1) 60 kDa

Toda regulacdo da resposta do choque térmico é mediada por um ativador
transcricional, o fator de choque térmico — HSF. Esta proteina se liga ao elemento regulador
de choque térmico — HSE, presente virtualmente em todos os genes promotores. A indu¢éo do
choque térmico converte reversivelmente o HSF monomerico, num estado trimérico, que
adquire alta afinidade pelo DNA se ligando no HSE dos genes responsivos ao choque térmico
aumentando a expresséo de HSPs.

Apo6s oito semanas de choque térmico e transcorridas 72 horas da Ultima sesséo, a
expressdo de HSF-1 estava significativamente elevada (p<0,001; n=6) nos animais LDL —
heat shock (Figura 25), um aumento condizente a 100% dos valores médios de 0.21+0.04 UA
do grupo LDL - sick.
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Figura 25. Imunodeteccdo de HSF-1. Avaliacdo da expressdo do fator de
choque térmico-1, 72 horas apés Gltima sessdo do tratamento cronico. O “choque
térmico” levou a um aumento dos niveis de HSF-1 no grupo tratado (p<0,001).
A expressdo foi o dobro de unidades arbitrarias (UA) apresentadas pelo controle
doente LDL - sick (0.21+0.04 UA). Normalizacdo da expressdo com
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh). Grupos experimentais controle
aterosclerdtico (LDL —sick) e choque térmico (LDL - heat shock). Teste t-
Student. Dados expressos em média + desvio padrdo, n= 6.
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5.11.4 Proteina de Choque Térmico (HSP) 70 kDa

As imunodetec¢des demonstraram um notavel aumento na expressdo de HSF-1 apds
as oito semanas de tratamento, acompanhada de uma visivel melhora da condi¢do do vaso,
logo, supomos que as HSPs também estivessem elevadas. As HSPs sdo divididas em familias,
segundo a sua massa molecular (HSP110, HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e HSP30). A
familia mais conservada e estudada é a com peso molecular de 70 kDa (HSP70), e do ponto
de vista cardiovascular sdo muito importantes porque as HSP70 mantém uma relacéo inversa

com a placa de aterosclerose, tendo seus niveis elevados em individuos ndo doentes.

As avaliacGes de HSP70 ocorreram 72 horas apos a Ultima sessdo de choque térmico.
Sua imundodetecc¢do foi significativamente elevada, o aumento da expressdo proteica foi de
50.8% nos animais submetidos ao tratamento com choque térmico (LDL — heat shock)
(Figura 26). Os valores arbitrarios foram de 1.81 UA para LDL — sick e 2.73 UA para o

grupo tratado (p<0,001; n=6). Os dados foram normalizados com Gapdh.
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Figura 26. Imunodeteccdo de HSP70. Avaliacdo da expressdo da proteina de
choque térmico de 70 kDa, 72 horas apés Ultima sessdo do tratamento cronico. O
“choque térmico” aumentou (+50,8%) a expressdao dos niveis de HSP70 no
grupo tratado (p<0,001). Grupo doente LDL — sick (1.81 unidades arbitrérias -
UA); Grupo tratado LDL — heat shock (2.73 UA). Normalizacdo da expressdo
com gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh). Teste t-Student. Dados
expressos em média + desvio padrdo, n= 6.
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5.11.5 Proteina de Choque Térmico (HSP) 72 kDa

As HSP70 sao divididas em duas formas a constitutiva de 73 kDa (HSC70 ou HSP73)
e a induzivel de 72 kDa (HSP70 ou HSP72). A forma constitutiva é sintetizada por grande
parte das células e é moderadamente induzivel, sendo constitutivamente expressa em
condigdes basais. No entanto, a forma induzivel embora em menor concentragdo nas celulas,

pode ser rapidamente sintetizada frente a determinados “estimulos” como o choque térmico.

A imunodeteccdo de HSP72 (Figura 27) realizada segundo os mesmos critérios das
demais analises apresentou um aumento de 37,9% da sua expressdo nas artérias dos animais
submetido as oito semanas de choque térmico (LDL — heat shock). Os valores arbitrarios da
analise foram de 1.37 UA para LDL —sick e 1.89 UA para LDL — heat shock (p<0,01; n=4).
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Figura 27. Imunodeteccdo de HSP72. Avaliacdo da expressdo da proteina de
choque térmico de 72 kDa (induzivel), 72 horas ap6s Ultima sessdo do tratamento
cronico. O “choque térmico” aumentou (+37,9%) a expressdo dos niveis de
HSP72 no grupo tratado (p<0,01). Grupo doente LDL — sick (1.37 unidades
arbitrarias - UA); Grupo tratado LDL — heat shock (1.89 UA). Normalizacéo da
expressdo com gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh). Teste t-Student.
Dados expressos em média * desvio padréo, n=4.
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5.11.6 Proteina de Choque Térmico (HSP) 27 kDa

A HSP27 é conhecida por ser uma proteina intracelular ubiqua, expressa por diversos
tipos celulares, incluindo as células vasculares. A redugdo dos seus niveis esta diretamente
ligada com o quadro aterosclerético, o que lhe da um importante papel como potencial

marcador do estado saudavel da parede vascular.

O tratamento crénico com choque térmico elevou a expressao de HSP27 (+142,8%)
(Figura 28). A imunodeteccdo 72 horas apds a ultima sessdo foi de 0.28 UA para LDL — sick
e 0.68 UA para o grupo LDL — heat shock (p<0,001; n=6).
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Figura 28. Imunodeteccdo de HSP27. Avaliacdo da expressdo da proteina de
choque térmico de 27 kDa, 72 horas apds Gltima sessdo do tratamento cronico. O
“choque térmico” aumentou (+142,8%) a expressdo dos niveis de HSP27 no
grupo tratado (p<0,001). Grupo doente LDL — sick (0.28 unidades arbitrérias -
UA); Grupo tratado LDL — heat shock (0.68 UA). Normalizacdo da expressdo
com gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh). Teste t-Student. Dados
expressos em média + desvio padrédo, n= 6.
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5.12 Concentracfes Plasmatica de HSP70 (induzivel) — HSP72

Nossos dados demonstraram que a expressdo adrtica de HSPs (HSP72; HSP27) foi
elevada em resposta ao tratamento croénico com choque térmico, por isso buscamos avaliar a
concentracdo plasmatica desta proteina. Na literatura relata-se que os niveis séricos elevados
de HSP70 estdo associados com um risco reduzido de doenca arterial coronaria, e que as suas
concentracdes diminuiram em pacientes com aterosclerose carotidea em relacéo aos controles

saudaveis.

As concentracdes circulantes de HSP72 foram de 0,44+0,08 ng/mL para o grupo
doente (LDL - sick) e 0,85+0,2 ng/mL para o grupo que recebeu o choque térmico (LDL —
heat shock), este aumento na concentragdo equivale um adito de 100% (p<0.001; n=8) das
concentracdes apresentada por um animal doente (Figura 29). Concentracbes médias

acompanhada de desvio padréo.
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Figura 29. Concentragao plasmatica de HSP72. Avalia¢do dos niveis circulantes da
proteina de choque térmico de 72 kDa (induzivel), 72 horas ap6s Ultima sessdo do
tratamento cronico. O “choque térmico” aumentou (+100%) a concentrag@o dos niveis
de HSP72 no grupo tratado (p<0,001). Grupo doente LDL — sick (0,44+0,08 ng/mL);
Grupo tratado LDL — heat shock (0,85+0,2 ng/mL). Kit HSP70 (Enzo Life Science),
Elisa 450 nm. Teste t-Student. Dados expressos em média + desvio padrédo, n= 8.
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5.13 Ativacdo Nuclear de NF- kB

Alguns estudos tém demonstrado que a HSP70 regula negativamente o NF-kB,
estabelecendo, assim, uma ligagdo mecanica direta entre HSP70 e NF-kB numa cascata de
sinalizacdo. A capacidade da HSP70 para inibir a sinalizacdo de NF-xB é creditada na sua
ligagdo com a subunidade regulatéria IKKy, do complexo IKK, que assim impede a ativacdo

(fosforilacdo) do IkB mantendo o NF-kB no citoplasma, impedindo sua transcricao.

O aumento dos niveis de HSPs (item 5.12), nos levaram a acreditar que parte do
processo inflamatorio causador da aterosclerose, dependente do NF-kB pudesse estar sendo
modulado pelas HSPs nos animais que receberam o tratamento crénico de choque térmico.
Para isso avaliamos a fragdo nuclear de NF-xB nos grupos estudados.

Os resultados observados como unidades arbitrdrias (UA) de ativacdo, foram
significativamente (p<0,01; n=5) reduzidos (-75,3%) para os animais do grupo LDL — heat
shock. Os valores absolutos foram de 0.97+0.2 UA pra LDL —sick e 0.24+0.03 UA para 0s

animais tratados (Figura 30).
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Figura 30. Ativacdo Nuclear de NF-kB. Avaliacdo dos niveis nucleares de ativacéo do
fator de transcri¢do nuclear kappa B em unidades arbitrarias (UA), 72 horas apds Ultima
sessdo de tratamento cronico de oito semanas. O “choque térmico” reduziu (-75.3%) a
ativacdo nuclear no grupo tratado (p<0,01). Grupo doente LDL — sick (0,97+0,2 UA);
Grupo tratado LDL — heat shock (0,24+0,03 UA). Kit NF-xB (Cayman Chemical
Company), Elisa 450 nm. Teste t-Student. Dados expressos em média + desvio padrao,
n=>5.
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5.14 AvaliacGes Ecocardiograficas em Doppler Pulsatil e Modo — M

Para finalizar as analises e estimar o efeito global do tratamento crénico com choque
térmico, os animais foram submetidos a trés avaliacfes ecocardiograficas Doppler, a saber,
uma anterior ao inicio dos procedimentos de choque térmico, uma segunda avaliacdo depois
de transcorridos quatro semanas de tratamento e finalmente uma dltima avaliacdo no final das
oito semanas de tratamento. Todos os procedimentos para ecocardiografia Doppler ocorreram
72 horas ap6s a realizacdo da sessdo de choque térmico, ou 72 horas anteriores ao

procedimento (para a primeira avaliacao).

As analises foram realizadas em ecocardiografo Philips — HD7 XE, com transdutor de
4-12 MHz em oito animais de cada grupo experimental. As aquisicbes de fluxo
ecocardiografico pulsatil foram realizadas em: artéria pulmonar com angulo do cursor
Doppler em 0°, e constituiram dados de Tempo de Ejecdo Pulmonar (TEP), Tempo de
Aceleracdo Pulmonar (TAP), Relacdo Aceleracdo/Ejecdo Pulmonar (TAP/TEP), Integral da
Curva Pulmonar de Velocidade Tempo (VTI PM) e indice de Performance Miocardica
Ventricular Direita (IPM VD); aorta com angulo do cursor Doppler em 60°, para Tempo de
Ejecdo Adrtico (TEA), Volume de Ejecdo Adrtico (VEA), Frequéncia Cardiaca (FC), Débito
Cardiaco (DC) e Integral da Curva Adrtica de Velocidade Tempo (VTI AO); sobre os folhetos
valvares mitrais com angulo do cursor a 60° para aquisi¢cdo da amplitude da Onda E (E),
Onda A (A), Relacdo E/A (E/A), Tempo de Fluxo Mitral (TFxM), Tempo de Fechamento
Mitral (TFM), Tempo de Ejecdo Mitral (TEM), Tempo de Desaceleracdo da Onda E Mitral
(TDM) e indice de Performance Miocéardica Ventricular Esquerda (IPM VE). Ainda
aquisicdes de imagens unidimensionais (eco Modo-M) da primeira por¢do da aorta, foram
usadas para constituirem dados de Didmetro Arterial Diastolico (DAD), Diametro Arterial
Sistolico (DAS), Diametro da Parede Arterial em Sistole (DPAS), Diametro da Parede
Arterial em Diastole (DPAD), Relacdo Espessura/Raio em Sistole (T/RS ratio), Relagéo
Espessura/Raio em Diastole (T/RD ratio), indice de Distensibilidade Arterial (IDA) e indice
de Distensibilidade da Parede Arterial (IDPA).

A corpora ecocardiografica demonstrou que a FC reduziu significativamente (p<0,05)

no grupo LDL — heat shock quando comparado com o grupo doente no final da oitava semana
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de tratamento, valores de 360,7+43,5 bpm e 313,5+24 bpm para LDL — sick e LDL — heat
shock respectivamente (Teste t-Student). Ja quando comparada a FC nas diferentes leituras
ecocardiograficas intra grupo, os animais doentes, apresentaram um aumento (p<0,05) da
frequéncia ao final das oito semanas de tratamento quando comparados com “zero” e quatro
semanas, ANOVA (post hoc Tuckey). O grupo LDL — heat shock ndo apresentou varia¢cdes na

FC ao longo do tratamento (Tabela 3).

O grupo LDL - heat shock apresentou reducées (p<0,05), apds o inicio do tratamento,
em parametros como DPAS, DPAD, T/RS ratio e T/RD ratio. A redugdo destes parametros
resultam no melhoramento dos indices de distensibilidade (IDA e IDPA) nos animais LDL —

heat shock quando comparados aos animais LDL — sick.

O perfil mitral do grupo tratado com choque térmico revelou uma reducdo no
enchimento protodiastélico passivo (onda E) na quarta semana de tratamento, esta reducao, no
entanto, ndo foi diferente do apresentado no final do tratamento. A relacdo E/A no grupo
tratado reduziu significativamente do tempo “zero” para ha oitava semana (de 1,71+0,14 para
1,56+0,04). Caracterizando uma melhora do fluxo lento ventricular, que deixou de apresentar

um padrdo pseudnormal de enchimento.

Quando comparado o perfil mitral entre os dois grupos experimentais, LDL — heat
shock demonstrou um aumento da contracdo atrial (onda A), seguido de uma reducdo da
relacdo E/A. Esta relacdo assinalava um enchimento pseudonormal para ambos 0s grupos no
tempo “zero”, e enquanto o grupo tratado evolui para um enchimento ventricular normal
(E/A = 1,56), o grupo doente comegou a apresentar, ja na quarta semana, um padrao restritivo
de enchimento ventricular (E/A >2). Os TDM apresentam os mesmos padrbes pseudonormal
nos tempos “zero” de ambos os grupos, com alteragdes do relaxamento miocardico
(TDM >24 ms) que evoluem para um padrdo normal em ambos os grupos (TDM <24 ms) e
atinge um limite critico (padrdo restritivo — TDM <16 ms) para os animais doentes, enquanto
que para o grupo LDL — heat shock, o indice permanece inalterado e normal da quarta a

oitava semana de tratamento.

Os tempos de ejecdo mitral e adrtico ficaram alterados entre os dois grupos estudados.
O TEM aumentou ao final das oito semanas de tratamento no grupo “choque térmico”

(53,7+2,5 ms) quando comparado aos animais do grupo doente (42,1+4,7 ms). O TEA reduziu
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significativamente (p<0,05) nos animais tratados (68,3+4,9 ms) quando comparados aos
controles doente (80,1+6,8 ms) ap0s a oitava semana, isto implica em uma melhor capacidade

de ejecdo aortica, vez que, o VEA foi 0 mesmo (54+10 pL/bpm) entre os dois grupos.

A performance miocérdica do ventriculo direito e esquerdo (IPM VD e IPM VE)
reduziu apos o inicio do choque térmico no grupo LDL — heat shock. O IPM tem um étimo
valor prognostico por ndo serem influenciados pela FC, pela geometria cardiaca ou pressdo
arterial, os valores quando aumentados estdo associados a disfungdo ventricular e pior

prognastico, especialmente quando acima de 1,0.

O IPM VD do grupo LDL - sick nédo se alterou ao longo das oito semanas (IPM VD =
0,62), enquanto o IPM VE evoluiu drasticamente indicando um desfecho possivelmente
letifero (IPM VE de 0,68 para 1,21). Para o grupo tratado com choque térmico LDL — heat
shock, a funcdo ventricular global apresentou uma melhora significativa (p<0,05), tanto o
IPM VD quanto o IPM VE apresentaram reducfes em seus indices (de 0,63 para 0,4) e (de

0,89 para 0,79) respectivamente.

Parametros como DC, DAS, DAD, TFxM, TFM, VEA, TEP, TAP, TEP/TAP e
VTI PM néo apresentaram diferencas em seus valores em funcdo do tratamento nos e entre 0s

grupos. Dados apresentados na Tabela 3, abaixo.

Tabela 3. Pardmetros ecocardiogréaficos de Doppler pulsétil e modo-M. Andlises realizadas em jejum (4 horas),
72 horas apo6s a ultima sessdo de choque térmico (oitava semana). Redugdo dos indices FC, DPAS, DPAD, T/RS
ratio, T/RD ratio, E/A, TEA, IPM VD e IPM VE; seguido do aumento de IDA, IDPA, ONDA A e TEM em funcéo
do tratamento (LDL - heat shock) quando comprado ao controle aterosclerético, LDL — sick. Dados expressos em
média £ desvio padrdo, n= 8. * p<0,05 Teste t-Student para comparagdo entre 0S grupos nos respectivos tempo;
T p<0,05 ANOVA post hoc Tuckey in grupo, valores diferentes do tempo “zero”; ¥ p<0,05 ANOVA post hoc
Tuckey in grupo, valores diferentes dos tempos “zero” e 8 semanas. Onde TEP = Tempo de Ejecdo Pulmonar,
TAP = Tempo de Aceleracdo Pulmonar, TAP/TEP = Relacdo Aceleracdo/Ejecdo Pulmonar, VTI PM = Integral da
Curva Pulmonar de Velocidade Tempo, IPM VD = indice de Performance Miocérdica Ventricular Direita,
TEA = Tempo de Eje¢do Adrtico, VEA = Volume de Ejecdo Adrtico, FC = Frequéncia Cardiaca, DC = Débito
Cardiaco, VTI AO = Integral da Curva Adrtica de Velocidade Tempo, E = Onda E, A = Onda A, E/A = Relacdo
onda E / onda A, TFxM = Tempo de Fluxo Mitral, TFM = Tempo de Fechamento Mitral, TEM = Tempo de Ejecéo
Mitral, TDM = Tempo de Desaceleracdo da Onda E Mitral, IPM VE = indice de Performance Miocérdica
Ventricular Esquerda, DAD = Diametro Arterial Diastélico, DAS = Diametro Arterial Sistélico, DPAS = Diametro
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da Parede Arterial em Sistole, DPAD = Diametro da Parede Arterial em Diastole, T/RS ratio = Relagdo
Espessura / Raio em Sistole, T/RD ratio = Relacio Espessura / Raio em Diéstole, IDA = indice de Distensibilidade
Arterial e IDPA = indice de Distensibilidade da Parede Arterial.

CARACTERISTICAS ECORDIOGRAFICAS DOPPLER PULSATILe MODO M

LDL - sick (n=8) LDL - heat shock (n=8)

Parametros zero 4 semanas 8 semanas zero 4 semanas 8 semanas

FC(bpm) 28131485  3375:633f 360.7 £43.5t 291.2+476 300.6 4738 31351240
DC(mL/min) 17841462 18731562 197.3£46.9 197.8433.1 164914275 17214373

DAS(um)  1322+93  132.1#91 14054239 14024133 14054105 13834152
DAD(um) 1068472 1093125 12304228 1044178 1105 +11.0 109.0£129
DPAS (um) 21065 203112 241432 294171 204129t 190+3.74
DPAD (um) 32289 284120 293129 400454 30534t 293445t
T/RSratio 0164005  015+001 0.16 £0.04 0214006 0144002t 0134003t
T/RDratio 0294006  0.26+0.03 0254007 038006 027001t 027 £0.05t
IDA 253193 28186 176 48,5t 3581134 3004131 293+118*
IDPA 112448 -81#31 68111 -106+23 -101+15% -103+32*
E(cm/s)  1041+115 1120496 11594117 11644132 103.7 £ 8.6t 1143431
Alem/s)  6055:77 5874209 5194108  6845+113 639164 732423*
E/A 1734021 223+107 2324061 1714014 16240.15 1.56 +0.04*
TIXM(ms) 997110 9534249 723:159t 910265 95514231 917494
TFM (ms) 1044 +131 9754102 926+ 49 1098 +14.7 10794187 962476
TEM(ms)  623%97 5564115 0.1+ 47t 584164 575450 53.7£2.5*
TDM(ms) 267428  203+15% 151413t 256423 2391+14* 188 +1.7%
IPMVE  068:010  074+0.14 1214020t 0894027 0874028 0.79+0.15*
TEA(ms)  686:62  789+112t 80.1+6.8t 7164129 7914158 68.3+4.9*
VEA (uL) 60+17 5347 54 +10 636 5348 5410
VTIAO 6124109 579067 5.6740.62 6.6340.82 53140.76t 5451030t
TEP(ms) 720113 7934128 7094105 7361214 7631157 69.6+48
TAP(ms) 224153 28143 197434 194426 213146 193413
TAP/TEP  031£004  029£003 028005 027006 0.28+0.03 027002
VIIPM 231038 2224024 2124021 2254059 2124024 2351041

IPMVD 0621037 0621021 06210.14 063+0.15 042+0.07t 04040.13*t
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6. DISCUSSAO

As proteinas de choque térmico — HSPs foram inicialmente identificadas como
proteinas responsivas ao estresse, necessarias para lidar com a temperatura (febre) e outros
estresses proteotdxicos. Desde entdo, os genes de choque térmico, e as proteinas membros das
familias que eles codificam (proteinas induziveis - HSPi), tais como HSP72 e HSP27 tém sido
extensivamente estudadas (BROCCHIERI, et al., 2008). Diferentes grupos de pesquisa tém
analisado os niveis de HSPs circulantes, nas dislipidemias e outras patologias que afetam o
sistema cardiovascular, e 0 que se tém observado, € que os niveis de HSPs aparecem
aumentados em pacientes com aterosclerose, sugerindo seu papel potencial como biomarcador
diagnostico para a doenca (POCKLEY & SHEPHERD, et al.,, 1998; XU, et al., 2000;
POCKLEY, et al., 2000).

Das alteracdes que ocorrem na aterosclerose, a principal modificagdo responséavel por
induzir a expressdo de HSPs na parede arterial, ¢ a LDL em sua forma integral e oxidada, o
que constitui uma resposta a lesdo, inflamacdo (CHEN, et al., 2009). O que podemos findar
pelos estudos apontados, para além de um papel como biomarcador, é que as HSPs atuam
diretamente na linha de frente no combate a injuria endotelial, em um dos principais processos
de génese da placa aterosclerética, que compreende a migragdo de CMLV (HELLINGS, et
al., 2010). Onde as HSPs interagem com proteinas do citoesqueleto, tais como actina, e
modificam o processo de migracdo impedindo a proliferacdo (CHEN, et al., 2009). As HSPs
também atenuam a ativagdo do NF-kB, um mediador da resposta inflamatoria, inibindo a
degradacéo do IkB (SCHELL, et al., 2005).

Embora pareca logico que o papel das HSPs transcende como biomarcadores no
diagndstico as DCVs, e que sua agdo no combate a evolugdo da placa aterosclerotica se da em
varias etapas, até o momento nenhum estudo tém apontado o uso terapéutico de HSPs
(induziveis) como forma de mitigar os agravos decorrentes do processo inflamatério na
aterosclerose. Madrigal - Matute e colaboradores (2011), referem-se as HSPs em sua obra,
como proteinas essenciais ao combate e protecdo ao organismo em Vérias condigdes de
estresse, mencionando a expectativa do seu uso como estratégia terapéutica na doenca

cardiovascular, indicando as vantagens devido a simplicidade e viabilidade na modulacéo da
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sua expressdo. Entretanto segundo os autores, esta estratégia de tratamento com choque
térmico poderia produzir uma superexpressdo de HSPs, mas o seu impacto sobre doencas
crbnicas, tais como aterosclerose poderia ser bastante limitada. No nosso trabalho
demonstramos que o aumento das HSPi, em condi¢bes de choque térmico (estresse por
hipertermia) de exposi¢do cronica, durante oito semanas, foi capaz de induzir via anti-
inflamatoria na parede arterial, melhorando o fluxo sanguineo e aumentando a expectativa de

vida de camundongos com aterosclerose.

O modelo de choque térmico por nos utilizado tem sido aplicado em experimentos
pré-clinicos e clinicos de investigacdo acerca do papel das HSPi principalmente em modelos
de obesidade e resisténcia a insulina. Entre estes estudos, citamos o0s do grupo de pesquisa de
Chung e colaboradores (2008), do Laboratério do Prof. Mark Febbraio da Australia, do qual
adaptamos a técnica aplicada. Os resultados da andlise do contetdo de HSP72 no plasma e
expressdo aodrtica, dos animais submetidos ao choque térmico (grupo LDL — heat shock)
mostraram que as condi¢fes experimentais utilizadas foram capazes de causar aumento da
expressao (Figuras 26, 27) e concentracdo de HSP72 (Figura 29), e que estes niveis

continuaram aumentados para além das 72 horas ap6s a Ultima sessdo de choque térmico.

A regulacdo da resposta ao choque térmico € mediado por um ativador transcricional,
0 HSF, que se liga ao seu elemento regulador de choque térmico - HSE presente em todos 0s
genes promotores. Em condi¢des basais, o HSF esta presente nas células na forma de
mondmero, e se liga a0 DNA com baixa afinidade, entretanto, em condigdes de estresse,
como no choque térmico, o HSF é convertido de forma reversivel ao estado trimétrico, e
adquire alta afinidade pelo DNA, se ligando no HSE presente nos promotores dos genes
responsivos ao estresse, aumentando, a expressdo génica de HSP induziveis (OROSZ E
BENJAMIN, 2007; AKERFELT et al., 2010). A imunodetec¢do da expressdo de HSF-1 em
nosso modelo de choque térmico apresentou uma elevacdo de 100% dos valores desta
proteina nos animais LDL — heat shock, quando comparados com 0s animais doentes
ateroscleroticos. Estes dados vado de encontro com a alta expressa e concentracao de proteinas

de choque térmico (induziveis) detectadas experimentalmente em nosso trabalho.

Ficou claro para nos, antes mesmo de realizarmos qualquer investigacdo a nivel
metabolico, que o tratamento crénico com choque térmico trouxe para 0s animais submetidos

ao procedimento, melhores condicGes de saude e integridade fisica, como pode ser observado
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nas imagens (Figura 12) que apresentam as caracteristicas macroscopicas externas da
epiderme dos animais. E caracteristico do modelo animal utilizado (aterosclerose), apresentar
danos epidérmicos principalmente em regifes distais como orelhas e cauda, causadas pela
grave perda da microcirculacéo periférica, o que acarreta no aparecimento de grandes regides
necréticas como as observadas no grupo LDL - sick no 270° dia. Danos estes que
desapareceram nos animais submetidos ao tratamento e que deram sinais de estarem sendo

amenizados a partir da segunda semana de choque térmico.

A melhora dos danos epidérmicos foi acompanhada por outro dado que nos chamou
muita a atencdo, o fato de que os animais que receberam choque térmico deixarem de
apresentar eventos de morte, enquanto que o grupo doente aterosclerdtico apresentava
semanalmente depauperamentos causados pelo agravamento da condigdo patolégica. Ao todo
no grupo aterosclerdtico (LDL — sick) perdemos 19 animais até o final do tratamento. Estes
nimeros cairam drasticamente para seis animais, no grupo choque térmico. Estes dados
qguando submetidos aos testes de hipdtese de Kaplan — Meier nos indicam um aumento na
expectativa de vida que passa de 65% para 83%, quando comparado LDL — sick com LDL —

heat shock.

Ao acompanharmos o quadro clinico da aterosclerose durante o tratamento, foi
possivel notar que o choque térmico reduziu o ganho de massa corporal dos animais ao longo
das semanas (Figuras 7-8) e reduziu o indice de Lee (razdo nutricional) em 7% (Figura 9).
Embora parega uma diferenca “irriséria” na perda de massa corporal total, ¢
representativamente colossal no tamanho do depoésito de tecido adiposo, reduzindo mais de
50% a taxa de deposicdo de gordura epididimal (Figura 19). Todas essas reducdes de
contetdo lipidico livraram os animais tratados com choque térmico dos efeitos causados pelos
danos hepaticos, como hipertrofia e esteatose, observados a nivel macroscopico neste tecido
(Figura 17).

A hipertrofia hepatica causada pela congestdo sanguinea (Figura 16), e observada
pelo aumento da massa do figado (+15%) quando comparado com o grupo tratado, pode ser
confirmada pelo padrdo pseudonormal de enchimento ventricular, avaliado em Doppler
(Tabela 3), apresentado por este grupo. O perfil de enchimento cardiaco ventricular, apontado
pela relagéo entre o pico da onda E (enchimento protodiastélico passivo) e onda A (contracao

atrial), evolui ao longo do agravamento da doenga de um padrdo pseudonormal para um
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padrdo de enchimento restritivo (relagdo E/A > 2), esta grave alteragdo que contribui para a
congestdo hepatica acontece pela perda da integridade da contracéo atrial e desaparecimento

da onda A em grande parte dos animais doentes do nosso estudo.

O tratamento, ao alterar os depdsitos de gordura como apresentado acima,
modificaram também o perfil de lipidios circulantes dos animais LDL — heat shock. As
reducdes apresentadas nos niveis lipidicos de triglicérides (-35%) e colesterol total (-42%)
neste grupo, foram acompanhadas pelo aumento das lipoproteinas de densidade alta, que
passaram de 0,58 mM/L (LDL - sick) para 1,02 mM/L (LDL — heat shock), representando um
aumento de mais de 75% da concentracdo desta lipoproteina. Os niveis de lipoproteinas de
densidade muito baixa e de densidade baixa (LDL) reduziram seus niveis circulantes em 35%
e 47,5% respectivamente (Tabela 1). Spady (1999) descreve que o influxo de colesterol na
parede arterial, pode ser controlado através da diminuicdo da concentracdo plasmatica de
lipoproteinas de densidade baixa, e que embora a progressdao da doenca seja normalmente
retardada ou interrompida por reducdo drasticas do consumo e contetdo lipidico e/ou por
mecanismos de transporte reverso mediado por HDL, a regressao de lesdes pré-existentes é

relativamente rara, salva excecGes de grandes ativagdes metabolicas.

Nossos dados nos levam a acreditar que alteracdes neste contexto tenham acontecido
em virtude do tratamento com choque térmico. Uma destas ‘provas’ pode ser creditada ao
aumento da expressdao observada na imunodeteccdo da SIRTUINA-1 (proteina desacetilase
NAD-dependente) (Figura 24), moduladora do metabolismo e sobrevivéncia celular. Picard e
colaboradores (2004), demonstraram que a superexpressdo da SIRT-1 atenua a adipogénese
em células 3T3-L1 (pré-adipdcitos), reprimindo a expressdo dos receptores gama ativados por
proliferadores de peroxissomos (PPARy). E Xiuyun Hou e colaboradores (2008) demonstrou
que a ativacdo de SIRT1 diminui o acumulo de lipidios no figado. I1sso aconteceria porque 0s
PPARs sdo fatores de transcricdo da familia de receptores nucleares, envolvidos com a
modulacdo do metabolismo, e devido sua importancia tém sido alvo de vérios estudos para o
tratamento de doencas metabolicas (TAVARES et al., 2007).

Sun e pesquisadores (2007) evidenciaram que SIRT-1 é regulada negativamente em
células que tém alta resisténcia insulinica e ao induzir a sua expressdo, ocorre um aumenta da
sensibilidade a insulina, sugerindo que esta proteina esta associada ao aumento da

sensibilidade a este hormonio. Estes dados, vao de encontro aos resultados por nos obtidos
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nos testes de tolerancia a insulina (IP ITT) e a Glicose (IP GTT) (Figuras 14 e 13
respectivamente). Os animais que fizeram choque térmico apresentaram uma melhor resposta
a insulina demonstrando um aumento significativo da sensibilidade ao hormonio, quando
comparado aos animais sem tratamento (LDL — sick). O mesmo padrdo de resposta foi
encontrado nos animais pelo teste glicidico, onde o grupo choque térmico demonstrou uma
melhor tolerdncia a sobrecarga de glicose, diferentemente do grupo doente que apresentou
uma elevada resisténcia a mesma. Todos esses resultados foram confirmados com os célculos

de area sob a curva (para IP GTT) e area incremental sobre a curva (IP ITT).

Além disso, Finkel & Holbrook (2000) demonstraram que 0 aumento de SIRT-1 afeta
diretamente o consumo de oxigénio, reduzindo-o. Tendo em conta que o0 consumo de oxigénio
estd ligado a geracdo de espécies reativas de oxigénio e niveis de espécies reativas de
oxigénio estando correlacionados com os processos inflamatérios e de dano celular, como na
aterosclerose, estes resultados podem ter implicagcbes importantes para a forma como as
sirtuinas regulam o envelhecimento, evolucdo e fatores de transcricdo reguladores no
metabolismo do ateroma. Nesta perspectiva demonstramos que o choque térmico foi
responsavel por reduzir o dano lipidico por lipoperoxida¢do — LPO, em = 40,6% no grupo
LDL — heat shock (Figura 20), essa reducédo dos niveis de LPO podem ser em parte explicados
pela superexpressdo de SIRT-1, como também podem ser atribuidos a menor producéo de NO

pelo endotélio vascular.

O NO gerado pelo quadro aterosclerético pode reagir rapidamente com oxigénio e
formar anidrido nitroso (N,O3) e outros compostos N-nitroso visto que o NO é uma Espécie
Reativa de Nitrogénio — ERN, um dos radicais livres responsaveis pelo estresse oxidativo
causador de uma série de danos celulares incluindo a LPO (NAPOLI et al., 2006). Ao
avaliarmos a producdo de NO pelo endotélio, a partir dos niveis de nitrato e nitrito (teste
baseado no fato de que sua inativacdo ocorre indiretamente através da combinagdo com o
heme da hemoglobina na presenca de oxigénio, sendo convertido a nitrato, ou pela oxidacao
direta sendo convertido a nitrato e nitrito), podemos concluir que o choque térmico reduziu os
niveis de NO, por apresentar concentra¢fes totais de nitratos e nitritos 42% inferiores ao
grupo sem tratamento. As relagcbes entre estas concentracGes de nitratos e nitritos
[NO3]/[NO2], mostraram que as proporcBes de NO, plasmatico em relacdo ao NO3 séo
maiores no grupo LDL — sick (1:11) quando comparado ao grupo tratado, LDL — heat shock

(1:2). Esses dados demonstram haver, uma tendéncia a normalizacdo do desvio da reacdo
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NO3 (nitrat)y €> NO2 (niritoy para a direita, com maior formagdo de NO, em virtude do

tratamento nos animais LDL — heat shock.

Na perspectiva do vaso, isso representa uma melhora da sua condicdo elastica, haja
vista que devido ao agravamento da aterosclerose tém-se um espessamento da parede arterial,
e na tentativa de reestabelecer sua capacidade distensivel, aumenta-se a sintese deste
nitrovasodilatador. N6és observamos que o tratamento com choque térmico reduziu a
deposicao lipidica sobre a superficie endotelial arterial de 57,9% no grupo doente, para 26,2%
da area total no grupo tratado (Figura 21). As fotomicrografias (Figura 22) da artéria também
revelaram que além da reducdo da deposicdo lipidica, observa-se uma diminuicdo do
espessamento da parede arterial de 28,5 para 16,2 um, em decorréncia do tratamento.
Resultados similares a estes foram descritos por Okada e colaboradores (2004), utilizando
ratos macho Sprague-Dawley de 10 semanas de idade, mantidos numa dieta normal, e
submetidos a leséo arterial (artéria femoral) por insercdo de um balonete cuff (para causar
espessamento da camada intima), ap6s 4 semanas de banhos de choque térmico diarios, com
0s ratos submetidos a imersdes por 15 minutos em agua quente (40,5°C - 41,5°C) e
temperatura retal média sendo elevada de 35°C para 38°C, os autores demonstrou pela
primeira vez que o tratamento térmico atenua o espessamento neo-intimal num modelo de
lesdo arterial. Os principais mecanismos estavam sendo mediados por um aumento da

expressao de HSP72 e da supresséo de estresse oxidativo.

Imamura e colaboradores (2001) relatou que tratamento de calor repetidos em sauna,
melhorou a funcdo endotelial vascular, bem como a fungdo cardiaca em pacientes com
insuficiéncia cardiaca crbnica, o tratamento térmico suprimiu a proliferacdo de células
vasculares e inibiu a necrose de CMLYV, no entanto ndo foi possivel deixar claro se a terapia
térmica afetava o desenvolvimento da aterosclerose. Tem sido unanimemente aceito que a
adesdo e migracdo de mondcitos / macrofagos na intima, desempenham um papel importante
na iniciacdo da aterosclerose, neste sentido o que demonstramos é que a terapia cronica de
choque térmico reduziu a expressao de proteinas de adesdo de células vasculares (VCAM-1)
(Figura 23), nas imunodetecgdes, o choque térmico suprimiu (-32%) a representatividade

desta proteina na superficie endotelial.

Quanto a funcdo vascular, nossos dados, obtidos através de pardmetros Doppler, nos

permitem concluir que o tratamento com choque térmico, foi capaz de alterar varios indices
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cardiacos, como os tempos de ejecdo mitral e aortico, que ficaram alterados entre os dois
grupos estudados. O TEM aumentou ao final das oito semanas de tratamento no grupo choque
térmico (53,7+2,5 ms) quando comparado aos animais do grupo doente (42,1+4,7 ms). A
reducdo do tempo de ejecdo nos animais néo tratados, pode ser em parte explicado pela perda
contracdo atrial (onda A) na evolugdo do quadro aterosclerdtico nestes animais. O TEA
reduziu nos animais tratados (68,3+4,9 ms) quando comparados aos controles doente
(80,1+6,8 ms) apds a oitava semana, isto implica em uma melhor capacidade de ejecdo

adrtica, vez que, o volume ejetado foi 0 mesmo (54+10 pL/bpm) entre os dois grupos.

A performance miocardica do ventriculo direito e esquerdo (IPM VD e IPM VE) é um
indice que incorpora em seu calculo varidveis sistélicas e diastélicas, e é totalmente
independente da frequéncia cardiaca, geometria ventricular e pds-carga. Os seus valores
possuem grandezas inversas e quanto maior for o indice, pior é o seu prognostico. Estas
ressalvas sdo importantemente citadas porque como observado na Tabela 3, os animais
apresentaram diferencas significativas na FC entre os dois grupos, e conforme visto na
avaliacdo de hipertrofia ventricular (Figura 18), os animais LDL — sick apresentaram

aumentos significativos destes parametros.

O IPM VD do grupo LDL - sick (animais ndo tratados) ndo se alterou ao longo das
oito semanas (IPM VD = 0,62), enquanto o IPM VE evoluiu drasticamente indicando um
desfecho possivelmente letifero (IPM VE de 0,68 para 1,21). Para o grupo tratado com
choque térmico LDL - heat shock, a funcdo ventricular global apresentou uma melhora
significativa (p<0,05), tanto o IPM VD quanto o IPM VE apresentaram reducfes em seus
indices (de 0,63 para 0,4) e (de 0,89 para 0,79) respectivamente. Cury e pesquisadores (2003),
utilizando modelos animais de diferentes tipos (em tamanho) de infarto do miocérdio,
relacionaram a area ventricular infartada com o IPM, e demonstraram que indices acima de 1,

correspondem a areas de infartos de = 45%.

Estes resultados, em conjunto, demonstram a importancia das HSPs para o tratamento
da aterosclerose. Durante toda essa resposta inflamatdria caracteristica da doencga, 0s
macrofagos acumulados na intima desempenham um papel importante no desenvolvimento de
lesbes ateroscleroticas e manutencdo do processo inflamatorio uma vez que citocinas
inflamatorias perivasculares induzem infiltracdo e constante diferenciacdo de macréfagos no

endotélio. Yoo (2000) demonstrou que a expressdo de HSP também esta associada a
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mecanismos anti-inflamatdrios, por inibir a producdo de citocinas. Isto acontece porque a
maior parte dos genes que codificam citocinas pré-inflamatorias possui dominio «B
vinculados as suas regides promotoras, e suas transcricbes sdo dependentes da ativacdo do
NF-kB. No entanto as HSPs inibem a ativacdo do NF-kB, num processo de estabilizacdo desta
molécula no citoplasma, onde as HSPs se ligam e ao IkB-a e estabilizam este complexo,
impedindo sua fosforilacéo e ativacdo das IKKs. Este modelo teérico ja& comprovado foi por
nos testado, com a deteccdo da ativacdo nuclear de NF-«kB, e observamos que 0s animais que
receberam o choque térmico semanalmente durante 60 dias, apresentaram uma redugdo de

75% da ativacdo nuclear de NF-kB nas células arteriais (Figura 30).

De modo geral, o tratamento térmico tem um efeito benéfico significativo para
proteger o endotélio vascular, seja através da atenuagdo da acumulacdo de lipidios sobre a
artéria, ou pela reducdo de citocinas inflamatoérias. O que demonstramos em nosso estudo, é
que a superexpressdo de HSPs, com aumento da expressdao de HSP72 e HSP27, melhora o
fluxo sanguineo global e suprime o estresse oxidativo aumentando a expectativa de vida em

animais ateroscleréticos, submetidos a um tratamento semanal durante sessenta dias.
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7. CONCLUSAO

Nossos dados nos permitem concluir que:

Vi.

A terapia de choque térmico induz o aumento da expressdo e
concentragdo de HSP72 mediada pelo seu ativador transcricional HSF,
e ativa via anti-inflamatoria atenuando a ativacdo do NF-kB.

A superexpressdo da proteina desacetilase NAD-dependente — SIRT-1,
pode estar ligada a reducdo da deposicéo lipidica sobre os depdsitos de
gordura e sobre o endotélio, alterando as concentracdes de lipidios
circulantes, e a resposta a sobrecarga glicidica e insulinica.

O choque térmico suprime o estresse oxidativo reduzindo a producao de
nitrato, e os niveis de lipoperoxidacéo lipidica.

Melhora a distensibilidade arterial reduzindo o didmetro da parede
endotelial e suprime a expressao de proteinas de adesdo das células
vasculares — VCAM-1.

O choque térmico reestabelece a integridade do fluxo sanguineo,
reduzindo os indices de performance miocardica e melhorando a
capacidade de relaxamento ventricular e contracéo atrial.

No conjunto esses resultados permitem um aumento da expectativa de

sobrevida em animais ateroscleroticos.
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