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COMPORTAMENTO DA PAREDE ARTERIAL DE RATOS NAO SELECIONADOS,
IDOSOS E JOVENS, FRENTE A FATORES DIETETICOS POTENCIALMENTE
ATEROGENICOS

ANGELO MAGNAGHI, SERGK) DIOGO GIANNINI, IDERCIO LUIZ SINHORINII,
JOSE LUIZ BERNARDINO MERUSSE
Séo Paulo, SP

Objetivo Avaliar resposta da parede arte-
rial de ratos idosos e jovens submetidos a ragdo
com fatores aterogénicos (colesterol, dcido
deidrocdlico e vitamina D,).

Casuistica e Métodos 20 ratos machos
albinos idosos (aproximadamente 1 ano de ida-
de) agrupados em grupo 1 (controle), 5 animais;
grupo 2, 5 animais recebendo ra¢do com
colesterol mais dacido deidrocolico; grupo 3,10
ratos com a mesma ra¢do complementada por vi-
tamina Dz. Grupos equivalentes, 4, 5, 6, com 2
meses de idade, foram comparados aos primei-
ros, submetidos as mesmas condi¢oes. Apos 2
meses, procederam-se dosagens de colesterol
(CT), triglicérides e HDL. A seguir, os ratos fo-
ram sacrificados para andalise histopatologica da
aorta, coragdo e pulmdo através dos métodos da
hematoxilina-eosina, Verhoeff e orceina acética.

Resultados A colesterolemia média foi de
52,4 mg/dl no grupo 1 e de 52,6 no grupo 4. Nos
grupos 3 e 6 foi praticamente o dobro e nos 2 e
5 o triplo da dos controles. Ndo se observaram
diferencas significativas entre as médias de CT
de animais jovens e idosos. Verificou-se diferen-
¢a significativa quando analisada a influéncia
dos fatores aterogénicos: a administragdo simul-
tanea de acido deidrocolico e colesterol triplicou
o valor de CT, no entanto, conjuntamente a ad-
ministracdo de vitamina D, elevou CT apenas
para o dobro. Ndo foram obtidas lesdes
ateroscleroticas, mas exclusivamente lesoes de
mediosclerose de Monckberg (calcificagdo da
camada média) nos animais que receberam vita-
mina D,

Conclusdo A parede arterial de ratos nao
selecionados idosos e jovens se comportou igual-
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ARTERIAL WALL BEHAVIOUR IN NON-SELECTED
OLD AND YOUNG RATS SUBMITTED TO
POTENTIALLY ATHEROGENIC DIETETICFACTORS

Purpose To evaluate the arterial wall
behaviour in old and young rats submitted to a
ration containing atherogenic factors
(cholesterol, dehydrocolic acid and vitamin Dg).

Material and Methods 20 old male albino
rats (approximately one year old) were grouped
as follows: group 1,five control animals, group
2.five animals receiving a ration with cholesterol
plus dehydrocolic acid; group 3, ten rats
receiving an equivalent ration added to vitamin
D, Equivalent groups (4, 5 and 6), with an
identical number, but younger animals (2 months
old),were compared to the former. Groups 4, 5
and 6 were treated in the same way of groups 1,
2 and 3. After two months, all the groups were
bled for cholesterol (CT), triglycerides and HDL
dosage. Afler wards, they were sacrified and the
histopathological analysis of the aorta, heart,
and lungs executed by the hematoxylin-eosin,
Verhoeff and acetic orcein methods.

Results Serum cholesterol (average) was
52 mg/dl in group 1 and 56.6 in group 4. Groups
3 and 6 presented about two times the serum
cholesterol level observed in control groups and
groups 2 and 5 three times control groups. When
the old and young animals CT averages were
compared, no significant differences were
observed. However, when the influences of the
atherogenic factors were analyzed, significant
differences appeared; the simultaneous
administration of dehydrocolic acid and
cholesterol tripled the value of CT, and the use of
vitamin D, applied with other factors, raised CT
only to the double. No atherosclerotic lesions
were obtained but only Monckberg
atherosclerosis lesions, sclerosis type
(calcification of the medium stratum) in those
animals who received vitamin D,
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mente frente a racdo contendo colesterol, acido
deidrocolico e vitamina D, desenvolvendo lesoes
calcificadas da média (mediosclerose) mas ndo
lesoes de tipo aterosclerotico, apesar da manu-
tengdo prolongada de hipercolesterolemia.

Palavras chave: Aterosclerose,
aterogénica, ateroma.
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Conclusion The arterial wall of
non-selected old and young rats behaved
equally when submitted to a ration containing
cholesterol, dehydrocolic acid and vitamin D,
They developed calcified lesions of atheros-
clerotic type, in spite of a prolonged hyper-
cholesterolemia.

Key words Atherosclerosis; atherogenic
diet; atheroma.
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Diferentes pesquisas™? indicam que a vitamina
D, éfator de agressdo a parede arterial. Estudos em
ratos da raca Wistar, animais resistentes ao desen-
volvimento experimental de aterosclerose, evidenci-
aram que a adicdo de vitamina D, araggo, juntamen-
te com &cido deidrocolico e colesterol induz a alte-
ragdes parietais com as caracteristicas das lesdes
ateroscleréticas observadas no homem?. E de con-
senso, a partir de estudos histopatol 6gicos em arté-
rias humanas, que a extensdo e a severidade da
aterosclerose estéo relacionadas aidade; saliente-se
araridade de estudos experimentais que tivessem a
preocupacdo de andisar ainfluéncia do atributo idade
nas investigagoes.

Avaliamos se ratos néo selecionados teriam
comportamento superponivel aos Wistar e, ainda, se
0s animais idosos responderiam como os jovens a
idénticas condicdes de experimentagdo, partindo da
premissa que as artérias dos primeiros poderiam fi-
car mais vulneraveis que os Ultimos ao colesterol
contido narac&o a ser usada.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 ratos ndo selecionados,
albinos, machos mantidos em gaiolas onde recebe-
ram &gua e racdo balanceada durante 2 meses.

Congtituiram-se 2 conjuntos: conjunto A, com-
posto por 20 ratos idosos, com 1 ano de idade, pe-
sando entre 350 e 400 g, subdividido em 3 grupos:
grupo 1, com 5 animais que receberam ragdo con-
vencional, servindo de controle do experimento; gru-
po 2, com 5 animais que receberam rac&o adiciona-
dade colesteral e &cido deidrocdlico na proporgéo de
0,5% para ambos; grupo 3, com 10 animais que tive-
ram racdo com 0S mesmos componentes do grupo 2
(colesterol 0,5% e &cido deidrocdlico 0,5% mas que,
nos primeiros 4 dias da investigacdo, receberam vi-
tamina D, administrada “per os’ na dose de 350.000
wkg de peso; conjunto B. composto por 20 ratos jo-
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vens com 60 dias de idade, pesando entre 120 e 150
g, igualmente subdivididos entre os grupos 4, 5 e 6
receberam tratamento equivalente aos do conjunto
A.

No fina do periodo foram coletadas amostras
de sangue para dosagens bioquimicas de colesterol
(CT)S, triglicérides (TG) e HDL-colesterol
(HDL-C)® e a seguir, os animais foram sacrificados,
coletando-se amostras da aorta, coragdo e pulméo
para estudo histopatol 6gico.

Apo6s afixagdo no liquido de Bouin as amostras
foram colocadas em parafina donde se obtiveram
cortes com 5u de espessura gque receberam colora-
¢do respectivamente pelos métodos da hematoxilina
e eosina, Verhoeff e orceina acética. A andlise
hi stopatol 6gica, bem como a respectiva documenta-
cdo fotogréfica, foi realizada com auxilio de
fotomicroscopio Leitz Ortolux, utilizando-se filme
ILFORD pan F 35 mm.

O estudo estatistico dos resultados bioquimicos
foi realizado através de andlise de variéncia. Diante
dos resultados, os valores da col esterolemia dos ra-
tos dos grupos de 3 e 6 foram comparados com 0s
obtidos nos grupos 2 e 5 através do teste “t” de
Student. Utilizou-se como significativa a probabilida-
de de 95% (p < 0,05).

RESULTADOS

Os valores das médias e os respectivos desvi-
os-padréo, para o colesterol total, estdo natabelall.
Osgrupos controle 1 e 4 foram confrontados com os
2 eb5 e 3 e 6 através da andlise de variancia,
observando-se respectivamente valores de F = 5,08
(F critico = 3,01) e F = 5,62 (F critico = 3,63) para
avaridvel colesterol total; pata TG e HDL-C os va
lores de F ndo foram significativos.

A simples observagdo das médias de CT nos
grupos 2, 5, 3 e 6 natabela Il evidencia que as di-
ferencas ndo s8o decorrentes do atributo “jovem” ou
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TABELAT Meédias e respectivos desvios padrio da colestero-lemia
total /mg/dl) nos diferentes grupos.

Grupos Média Desvio-Padréo

1 52,4 8,0

4 52,6 6,6

2 162,2 105,7

5 168,2 61,4

3 119,2 61,6

6 106,3 242

“idoso” e sm dos componentes adicionados a racao.
Reunindo os valores do grupo 2 aos do 5 e
comparando-os, atraveés do teste “t”, com os do gru-
po 3 reunidos aos do 6 encontrou-se diferenca sig-
nificativa (t = 2,12, t critico = 2,06; grau de liberda-
de 26).

A andlise dos cortes histol6gicos dos animais
dos diferentes grupos mostra que os controles e 0s
grupos 2 e 5 ndo exibiram alteragdes estruturais,
mantendo-se inalterada a parede, independente da
condicdo idade e do tipo de ragdo administrada (fig.
1 e 2). Alteragtes acentuadas foram observadas nos
animais dos grupos 3 e 6, caracterizados por placas
gue comprometiam a camada média mas ndo estan-
do presentes células inflamatérias ou fagocitérias,

Fig. 1—Fotomicrografia de corte histol6gico de artéria de ratos controle. Notar a

auséncia de ateragdes significativas nos componentes constituintes da parede

arteria. H.E. 125 X.
-

colesterol + &cido dehidrocdlico naragéo alimentar. Notar aausénciade alteragdes
significativas nos componentes da parede arterial. H.E. 125X.
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respeitando a estrutura do endotélio (fig. 3). A colo-
racdo pelo Von Kossa demonstrou que essas placas
eram formadas por dep6sito de célcio (fig. 4) e, pela
orceina, que a estrutura laminar das fibras elasticas
se mantinha intacta (fig. 5).

DISCUSSAO

O comportamento da parede arterial frente a
elevados niveis de colesterolemia é variavel segun-
do a espécie animal. Em coelhos e em macacos ha
facil aparecimento de lesbes semelhantes as da
aterosclerose humana*®®°. Em ratos, a
hipercol esterolemiaisolada ndo é suficiente para de-
terminar alteragbes parietais mas, quando simultane-
amente administrou-se vitamina D,, surgem lesGes
cujas caracteristicas lembram as observadas no ho-
mem. Aubert e col®, utilizando grande numero de ra-
tos Wistar submetidos a racéo rica em colesterol, &ci-
do deidrocdlico e vitamina D,, obtiveram alteragtes
do tipo aterosclerético, 0 mesmo sendo observado

Fig. 3—Fotomicrografia de corte histl6gico de artéria de ratos tratados com écido
dehidrocdlico+ colesterol +vitaminaD,,. Notar apresensade placascomprometendo
acamadamédiadovaso, bem como aausénciadecé ulasinflamatériasoufagocitéarias
no local. H.E. 125X.

Fig. 4—Fotomicrografia de corte histolé6gio do mesmo segmento de artéria da
figura 3 submetido a colorag@o de Von Kossa Notar a presenga de grande
quantidade de calcio presente nacamadamédia. Von Kossa. 125X.
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Fig. 5—Fotomicrografia de corte histolégico do segmento da artéria da figura 3
submetido a Colorado da orceina acética. Notar aintegridade das fibras elsticas.
O.P. 125X.

por Giannini e col®.

E interessante notar que, na presente investiga-
¢ao do ponto de vista morfol 6gico, com mesmo mé-
todo, os resultados n&o foram os referidos por aque-
les pesguisadores.

De fato, a simples avaliacdo pelo método da
hematoxilina-eosina ndo identificou modificagoes es-
truturais do endotélio, independentemente do grupo.
A Unicalesdo identificada esteve presente na cama-
da média, caracterizada por extensas placas, forte-
mente coradas, apenas nos animais que haviam re-
cebido vitamina D, sem, no entanto, estarem presen-
tes células do tipo inflamatorio ou fagocitério. A ané&
lise por coloragdes especiais permitiu definir que o
material era formado por sais de célcio e que seu
deposito se fazia mantendo intacta a estrutura
laminar das fibras elasticas. Ficou evidenciado, por-
tanto, que o model o ndo se produziu em nossainves-
tigac&o que usou ratos ndo selecionados surgindo, ao
invés de lesbes aterosclerdticas, modificacbes com-
paréveis as observadas na doenca de Monckberg
(mediosclerose) humana

A idade dos ratos ndo influenciou a resposta
aos fatores lesivos utilizados. Tanto os idosos quan-
to os jovens exibiram mesmos tipos de |esdes
anatomo-patol 6gicas. Em nossa investigagédo, a
suscetibilidade da parede arterial parece ser a mes-
ma, ainda que se considerem faixas etérias diferen-
tes. Este achado é diferente do observado por
Nakamura e col*® que concluiram que ratos idosos
s80 mais suscetivels por apresentarem alteracoes
intrinsecas da intima. Como os ratos usados em nos-
sa investigagdo ndo foram selecionados e tinham a
mesma idade é possivel que as respostas ndo tenham
sido as mesmas.

A andise dos dados bioquimicos mostrou que os
niveis sanguiineos de colesterol total, TG e HDL-C
ndo foram significativamente diferentes quando se
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comparam animais idosos com jovens. Portanto, ndo
foram observadas diferencas metabdlicas em fungéo
daidade, 0 mesmo ocorrendo ainda que aragao con-
tivesse acido deidrocolico e vitaminaD,. Contudo os
animais que receberam apenas écido deidrocdlico ti-
veram niveis médios da colesterolemia significativa-
mente mais elevados que os submetidos & agdo as-
sociadadavitaminaD,. E possivel que aadministra-
¢ao da vitamina tenha interferido na absorcéo do
colesterol ou que determine maior metabolizaco do
esteréide.

Nota-se que apesar dos niveis trés vezes mais
elevados da colesterolemia nos grupos 2 e 5 (ragéo
hipercolesterdlica + &cido deidrocdlico), ndo foram
observadas alteragdes sugestivas de aterosclerose,
reafirmando a alta resisténcia da espécie ao desen-
volvimento dessa afeccéo.

Em sintese: 1) aidade dos ratos ndo foi atribu-
to capaz de aterar a resposta metabdlica, frente a
modificacdes dietéticas sabidamente aterogénicas; 2)
avitamina D, parece interferir no metabolismo do
colesterol sangliineo; 3) ratos ndo selecionados tor-
nados hipercol esterolémicos, ndo desenvolveram
aterosclerose, mas apenas acentuada mediosclerose
se submetidos a agdo davitaminaD,,

Nestas condi¢des, os componentes usados (vi-
taminaD,, acido deidrocdlico e colesterol) para ob-
ter aterosclerose em ratos ndo selecionados ndo atin-
giram os objetivos, apenas sendo obtido um modelo
que reproduz a doenga semel hante & mediosclerose
de Monckberg.
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