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Resumo




Fagundes R. Estudo da co-participagdo da infeccdo natural pela
Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae na aterogénese
experimental em coelhos |[tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2006. 103 p.

Fatores de risco classicos descritos como associados ao
desenvolvimento da aterosclerose nem sempre conseguem explicar uma
variabilidade da evolugdo da doenga entre um individuo e outro. Evidéncias
consistentes mostram que a inflamacgao exerce papel crucial na patogenia da
aterosclerose. Recentemente, a infecgao por alguns agentes, principalmente a
C. pneumoniae, tem sido progressivamente aventada como possivel fator
colaborador no processo de aterogénese. O Mycoplasma pneumoniae,
bactéria que utiliza colesterol para sua proliferagao, foi descrito no interior de
placas gordurosas humanas, conjuntamente com a C.pneumoniae. Objetivo -
O presente estudo tem como objetivo verificar se antigenos dos agentes
infecciosos M. pneumoniae e C. pneumoniae estao presentes na parede das
artérias aortas normais dos coelhos, animal que tem sido frequentemente
utilizado no estudo da aterosclerose, e se a introducdo de dieta rica em
colesterol leva a proliferagdo desses microorganismos concomitante com o
desenvolvimento da placa aterosclerotica e de inflamagdo. Material e
Métodos - Foram estudados 39 coelhos da ragca Nova Zelandia, divididos em
trés grupos conforme a alimentacéo: Grupo A — dieta normal , Grupo B — dieta
com 1% de colesterol por 8 semanas e Grupo C — dieta com 1% de colesterol
por 12 semanas. O colesterol total e fracbes foram dosados bioquimicamente,
apos sacrificio dos animais. Avaliou-se macroscopicamente a quantidade de
placas de gordura na superficie da aorta através da coloragdo pelo Sudan IV e
microscopicamente dois segmentos transversais: um toracico e um abdominal
os quais foram submetidos a reag¢des de Imunohistoquimica para antigenos
infecciosos. Resultados - Antigenos da C. pneumoniae € M. pneumoniae
estiveram presentes em todos os animais estudados, porém em quantidades
progressivamente maiores nos grupos A, B e C. Houve forte correlagao
positiva entre a quantidade de antigenos infecciosos e espessura da camada
intima, inflamacao e quantidade de gordura, a histologia tanto no segmento
toracico quanto no abdominal. Houve correlagédo negativa entre perimetro do
vaso e tamanho das placas no segmento toracico, cujas placas apresentaram
maior porcentagem de fibrose comparadas com o segmento abdominal,
indicando que as placas dessa regidao apresentam mais caracteristicas
evolutivas para placa estavel, ou seja, remodelamento negativo do vaso e
capa de fibrose. A intensidade da inflamagao tanto na adventicia quanto na
intima se correlacionou positivamente a quantidade de ambos os patdgenos
reforcando a hipdtese de que esses patdogenos estdo influenciando no
desencadeamento da inflamagdo e desenvolvimento de aterosclerose. Os
niveis plasmaticos de colesterol total e suas fracbes também se
correlacionaram positivamente com os agentes infecciosos. Em conclusao —
A alimentagao rica em colesterol levou a aumento da intensidade de
antigenos de Mycoplasma pneumoniae e C. pneumoniae presentes na intima
da aorta de coelhos, em correlacdo com aumento da espessura intimal e
inflamac&o na parede do vaso, favorecendo de forma intensa a hipdtese de



que esses agentes tém papel importante na aterogénese. A presenga desses
microorganismos em pequena quantidade nos animais controles reforga a
idéia de que esses microorganismos sao habitantes usuais de mamiferos e
que fatores de risco tais como o colesterol induzem sua proliferacdo e o
desenvolvimento da aterosclerose.

Descritores: 1. ARTEROSCLEROSE 2.INFECGCAO 3.MYCOPLASMA
4. CHLAMYDOPHILA PNEUMONIAE 5.COELHOS



Summary




Fagundes R. Study of co-participation of natural infection by Chlamidophila
pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae at experimental atherogenesis in
rabbits [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2006. 103p.

Classical risk factors described to be associated with the development of
atherosclerosis do not completely explain the variability of the disease
occurring among the individuals. Consistent evidences show that inflammation
exerts a fundamental role in the pathogenesis and severity of atherosclerosis.
Recentently, some infectious agents, specially the Chlamydophila pneumoniae
(C.pneumoniae), have progressively been claimed as possible factor acting in
the progression of atherosclerosis. Mycoplasma pneumoniae (M.pneumoniae),
a bacterium that needs cholesterol for proliferation, has been described in
human fat plaques, in conjunction with C.pneumoniae. Objective — The
present study has the objective of analyzing if M. pneumoniae and C.
pneumoniae antigens are present at the rabbit aorta arterial walls, as the rabbit
is an animal model frequently used in studies of atherosclerosis; and if the
cholesterol enriched diet may cause proliferation of these microorganisms
concomitantly with the development of atherosclerotic plaques and
inflammation. Material and Methods — 39 aortas from New Zealand rabbits
divided in three groups according to the diet were studied: Group A —normal
dieta, Group B — 1% cholesterol enriched diet for 8 weeks and Group C — 1%
cholesterol enriched diet for 12 weeks. The serum levels of total and fractions
of cholesterol were biochemically measured after animals killed. A
macroscopic study of the percentage area occupied by fat at the intimal aorta
surface was performed, using the Sudan IV stain. A microscopic study was
performed in two transversal segments: a thoracic and an abdominal one,
which were submitted to immunohistochemistry for detection of these
infectious agents. Results - C. pneumoniae and M. pneumoniae Ags were
present in all studied animals, however in progressively higher amounts in
groups A, B and C. There was a strong positive correlation between
microscopic amounts of infectious antigens and intimal thickness, inflammation
and intraplaque fat, both at the thoracic and abdominal segments. There was a
negative correlation between vessel perimeter and plaque area at the thoracic
segment, where the plaques presented higher percentage of fibrosis compared
with the abdominal segment, suggesting that the thoracic region plaques have
characteristics for progression to estabilization: negative remodeling of the
vessel and fibrous cap. The quantity of Inflammation at both intima and
adventitia correlated positively with these infectious agents, re-inforcing the
hypothesis that infectious antigens are inducing inflammation and development
of atherosclerosis. Serum levels of total cholesterol and their fractions also
positively correlated with the amount of infectious antigens. In conclusion — A
rich cholesterol diet caused an increase of M. pneumoniae and C.pneumoniae
antigens at intima of rabbit aortas, in strong positive correlation with intimal
thickness and inflammation of the aorta wall, favoring the hypothesis that these
infectious agents have important role in atherogenesis. The presence of small
amount of these microorganisms’ antigens at the controls re-inforces the Idea
that these microorganisms are usual inhabitants of mammals and that the risk



factors such as cholesterol induce their proliferation and acceleration of
atherosclerogenesis.

Key words: 1. ATHEROSCLEROSIS 2.INFECTION 3.MYCOPLASMA
4. CHLAMYDOPHILA PNEUMONIAE 5.RABBIT



1 Introducgéo




Introducéao 2

Complicagdes cardiovasculares consequentes a aterosclerose
continuam sendo a maior causa de morbidade e mortalidade no mundo
ocidental (Crouse, 1984; Campbel et al., 1998; Ross, 1999; Grayston, 2000).
Nos Estados Unidos, por exemplo, um terco dos 6bitos anuais sao atribuidos
a esta doenca. Tal enfermidade refere-se, genericamente, ao espessamento
ou endurecimento das artérias, envolvendo acumulo de colesterol, células
inflamatdrias, fibras musculares lisas e, por vezes, calcio; acumulo ao qual
se da o nome de placa de ateroma ou placa ateromatosa (Campbel, 1998;

Kuo, 1998; Ross, 1999).

A aterosclerose pode apresentar fendmenos agudos de ruptura da
placa e trombose caracterizando um processo morbido, com um longo
periodo de incubagdo, iniciando-se nos primeiros anos de vida e
apresentando complicagbes agudas décadas mais tarde (Libby, 2005). E
também uma doenga de acometimento difuso, sendo os sistemas cerebral e
coronario, assim como a artéria aorta, os locais onde tal processo leva a
maiores quadros clinicos morbidos representados por infartos do miocardio e
cerebrais (acidentes vasculares cerebrais); cardiopatia isquémica crdnica,

gangrena das pernas, oclusdo mesentérica e encefalopatia isquémica

(Aikawa, Libby, 2004).



Introducéao 3

A aterosclerose tem sido registrada nos seres humanos ha milénios.
Suas lesdes foram identificadas até mesmo em mumias egipcias. Em
meados do século dezenove, Virchow sugeriu que um tipo de agressao a
parede arterial associada a uma resposta inflamatdria resultasse na lesao da

aterosclerose (Libby, 2001).

No Brasil, a doenca aterosclerdtica representa a principal causa de
morte (MS/FUNASA/Cenepi) e, em todo mundo, tem provocado a morte de
mais de 19 milhdes de pessoas, a cada ano, por vezes sem sintomas
prévios (Myerburg et al., 1997; American Heart Association, 2002). Os
métodos de diagndsticos preventivos sao ainda insuficientes para identificar

as vitimas (Nagavi et al., 2003 a, b).

A aterosclerose € uma doenga de evolugao gradual, cujo processo
tem inicio em idade precoce, bastante prevalente na populagdo em geral, de
tal forma que ao atingir a idade adulta, a maioria dos homens (e as mulheres
em menor escala) apresenta evidéncias da doenga nas artérias coronarias

(Ross, 1993; 1999; Nagavi, 2003 a, b).

Estudos populacionais como o coordenado por McGill (International
Atherosclerosis Project--IAP) comparou os achados anatomopatolégicos de
New Orleans com os de outros 14 paises. O |IAP representou possivelmente
a mais ampla investigacdo dessa natureza, utilizando 23.207 segmentos de
aorta e artérias coronarias, coletados de pessoas entre dez e 69 anos de
idade, através do estabelecimento de um rigoroso protocolo (Gurman et al.,

1968).



Introducéao 4

Os achados fundamentais do IAP foram: 1°) a aorta é o primeiro vaso
a ser atingido, o que se da na infancia, com o aparecimento das estrias
gordurosas que aumentam rapidamente na puberdade; 2°) as estrias
gordurosas surgem nas artérias coronarias apenas na adolescéncia e na
juventude; 3°) nas populagdes de alto risco, as estrias gordurosas podem se
transformar em placas fibrosas no fim da segunda ou da terceira década de
vida; 4°) as estrias gordurosas surgem nas artérias carotidas
aproximadamente na mesma faixa etaria que na aorta, ao passo que as
artérias cerebrais comegcam a apresentar tais lesdes mais tardiamente, em
idade semelhante a do surgimento das lesdes nas coronarias. As placas
fibrosas surgem nas artérias carétidas no mesmo periodo em que aparecem
na aorta, enquanto que, nas artérias vertebrais e intracranianas, surgem

bem mais tarde.

Como o elevado nivel plasmatico de lipoproteina de baixa densidade
(LDL) encontra-se entre os principais fatores de risco para a aterosclerose
(Steinberg et al., 1989; Witztum, 1994), por muitos anos, esta doenga foi
considerada um processo de simples deposicdo de lipidios, acometendo
varias camadas da parede vascular de forma sistémica, porém irregular,

determinando graus variaveis de estenose (Esporcatte, 2004).

Com os avancgos tecnoldgicos, a hipétese proposta por Virchow em
1856 (apud Libby, 2001) de que a aterosclerose é uma resposta do vaso a
injuria, ressurgiu em 1976 (Ross, 1999), correspondendo a um processo

inflamatério e proliferativo localizado, associado a acumulo de substancias
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do plasma e crescimento de células musculares lisas (Jander, 1998; Ross,

1999).

Estudos experimentais e clinicos mais recentes tém questionado esta
visdo passiva da aterogénese e da placa aterosclerdtica em favor de um
processo muito mais dinamico em que inumeros mediadores habitualmente
relacionados a inflamacéo, locais ou sistémicos vém sendo sugeridos estar
diretamente relacionados n&o apenas a instalagcdo, mas também a
progressao, estabilizagdo ou instabilizacdo da placa aterosclerética (Tracy,

1998; Ross, 1999; Mullenix, 2005).

A injuria e disfungdo endoteliais parecem ser as responsaveis pelo
inicio da aterogénese, porém o que determina a lesao, dentro do conceito
classico da aterosclerose como uma “resposta a injuria’, € o
desenvolvimento da inflamacdo (Ross, 1953; Ross, 1976). E sabido que
qualquer perturbacado na funcédo endotelial pode amplificar muito a resposta

inflamatdria (Mullenix, 2005).

A descoberta da via metabdlica e dos receptores das LDL (Goldstein,
Brown, 1977, 1983) e a hipotese oxidativa da aterosclerosclerose, segundo a
qual a LDL oxidada é de fundamental importancia na patogénese da
aterosclerose (Steinberg et al., 1989; Witztum, 1994), também contribuiram
para esse conceito atual de que a aterosclerose é secundaria as lesdes
sofridas pelo endotélio. Assim, os agentes injuriantes, dentre outros fatores
de risco, podem ser: lipoproteinas oxidadas de baixa densidade (LDL),
radicais livres induzidos por tabaco, estados hiperglicémicos, elevacéo dos

niveis sistémicos tensionais, forcas hemodinamicas sobre o endotélio (shear



Introducéao 6

stress), aumento de homocisteina circulante, hereditariedade, entre outros.
Estes fatores considerados classicos (Ross, 1993), isolados ou em conjunto,
provocam a disfuncdo do endotélio e faciltam a penetracdo, no espaco
subendotelial, de substancias presentes no plasma (Ross, 1999; Suwa et al.,

2002).

O processo tem inicio com o influxo de mondcitos/macréfagos da
circulagdo para o espago subendotelial do vaso onde eles passam a
englobar as lipoproteinas presentes no espacgo extracelular, tornando-se
globosos, formando as chamadas células xantomatosas (Campbel, 1998;
Kuo, 1998). As lesdes em formagao podem progredir com o influxo adicional
de mondcitos e linfécitos T que levam a liberagao de citocinas (Mosorin et
al., 2000). Os produtos dessas células inflamatérias e das células endoteliais
induzem proliferacdo e migracao de células musculares lisas da média para
a intima (Crouse, 1984; Noll, 1998), as quais passam a sintetizar colageno,
levando a formagao da capa fibrética e do ateroma que, desta forma, cresce
em diregdo a luz do vaso (De Boer, 2000). Ocorre um balango entre a
sintese e o catabolismo da matriz extracelular através da agao das enzimas

conhecidas como metaloproteinases (Dollery, 1995).

Conforme ocorre aumento do volume da placa, ha necessidade,
nesta, de uma microcirculagdo para permitir o trafego de leucdcitos e o
crescimento da placa pela difusdo de oxigénio e nutrientes. Assim, durante o
crescimento da placa, surge um plexo de vasos neoformados (O’Brien et al.,
1994), em resposta a peptideos angiogénicos expressos na placa

ateromatosa (Vasse et al.,, 1999). Pode ocorrer, ainda, a calcificagdo de
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areas durante a evolugao. Algumas subpopulagdes de células musculares
lisas podem promover a calcificagao pelo aumento de secregao de citocinas

(Libby, 2001).

Eventos clinicos agudos resultam de hemorragias no interior da placa
ou ruptura da capa de fibrose com exposi¢cao do conteudo gorduroso para a
luz, acarretando processo de trombose e oclusdo do vaso estenosado

(Schmitz, 1998; Ross, 1999; Nicoleti, 2000).

Um dos aspectos intrigantes da doenga aterosclerética € o fato dela
ocorrer em focos, formando placas com intensidades de caracteristicas
diversas de uma placa para outra. Os fatores de risco considerados acima
nao conseguem explicar essa diversidade de morfologia das placas em um
mesmo individuo. A participacao de agentes infecciosos (Saikku et al., 1988;
Ross, 1999; Gupta, 1999; Fong, 2000a; Rupprech, 2001; Ezzahiri et al.,
2002) no processo de aterogénese, vem sendo progressivamente mais e
mais documentada e poderia explicar o aspecto multifocal e a diversidade de
intensidade de lesdes ao longo da arvore arterial (Gupta, 1998; Gupta, 1999;
Ngeh, Gupta, 2000; Aalto-Setala et al.,, 2001). A presenca de agentes
infecciosos seria uma explicagdo bastante convidativa para justificar a
formagdo de radicais livres e oxidagdo de lipides (Gupta, 1998; Shor,

Phillips, 1999).

Os agentes infecciosos, juntamente com a formacgao de radicais livres
e lipides oxidados provocariam o acumulo de células inflamatérias. Estas,
por sua vez, apresentam uma variedade de agbes pro-aterogénicas,

incluindo indugao de moléculas de adesao e produgao de citocinas, enzimas
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proteoliticas e fatores de crescimento (Hansson, 1998). A importancia do
linfécito T nas lesbes foi demonstrada por Mach et al. (1998). Agentes
infecciosos como o citomegalovirus (CMV), Helicobacter pylori (H. pylori),
Mycoplasma pneumoniae (M. pneumoniae), Chlamydophila pneumoniae (C.
pnemoniae) e bactérias causadoras de infec¢des periodontais associados a
aterosclerose (Saikku et al., 1988; Boehler et al., 1994; Danesh et al., 1997,
Campbel, Kuo, 1998; Ross, 1999; Gupta, 1999; Valtonen, 1999; Fong, 2000;
Mayr et al., 2000; Aalto-Setala et al., 2001; Ezzahiri et al., 2002) podem
interagir com os fatores classicos de forma sinérgica (Ross, 1999; Ngeh,

Gupta, 2001; Rupprecht, 2001).

Evidéncias da participacdo de agentes infecciosos tém sido

documentadas por diferentes enfoques:
1) Dados soroepidemiolégicos,

2) ldentificacdo direta dos microorganismos em  placas

aterosclerdticas,

3) Demonstracdo da habilidade dos microorganismos em induzir
respostas pro-trombdéticas em células (mondcitos/macréfagos,

linfocitos T, células endoteliais e musculares lisas),

4) Modelos animais apresentando indugdo ou aceleragao de

aterosclerose por virus ou bactérias,

5) Intervengdes preliminares de antibidticos anti-chlamydophila

(Gupta, 1998; Ngeh, 2000; Ngeh, Gupta, 2001a, b).
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Sao numerosos os agentes especificos relacionados a aterosclerose
(Ngeh, 2000). Os trés mais investigados neste contexto sao Citomegalovirus,
Chlamydophila pneumoniae e Helicobacter pylori (Gupta, 1999). (Quadro 1,

Ngeh, 2000).

Quadro 1 - Microrganismos implicados na associagao de infecgcéo e aterosclerose

Microrganismo Autor e ano da publicagao
Bacillus typhosus 1889, Gilbert and Lion
Streptococci 1931, Benson et al.
Coxsackie B virus 1968, Sohal et al.
Adenovirus 1973, Fabricant ef al.
Mycoplasma gallisepticum 1973, Clyde and Thomas.
Marek’s disease virus 1978, Fabricant ef al.
Cytomegalovirus 1987, Petrie et al.
Herpes simplex virus 1987, Hajjar et al.
C. pneumoniae 1988, Saikku et al.
Measles virus 1990, Csonka et al.
Eptein-Barr virus 1993, Straka et al.
Human immunodeficiency virus 1993, Paton et al.
H. pylori 1994, Mendall et al.
Mycoplasma fermentans 1996, Ong et al.
Coxiela burnetti 1999, Lovey et al.
Porphyromonas gingivalis 1999, Chiu et al.
Streptococcu sagliis 1999, Chiu et al.
Actinobacillus actinomycetemcomitans 2000, Haraszthy et al.
Bacteroides forsythus 2000, Haraszthy et al
Hepatitis A virus 2000, Zhu et al.
Influenza virus 2000, Nagavi et al.
Prevotella intermedia 2000, Haraszthy et al.

Adaptada e modificada de Ngeh J. Chlamydophila pneumoniae em Elderly Patients with
stroke study (CPEPS): a case-control study on the seroprevalence of C. pneumoniae in
patients aged over 65 years admitted with acute stroke or transiente ischaemic attack. MSc
dissertation, University of Keele, UK, 2000.

Todas as referéncias podem ser encontradas em Ngeh (2000).
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A idéia que a inflamacao é um fator importante na aterogénese e na
sindrome coronariana (Buja, 1996; Metha et al., 1998) e que possa estar
relacionada a infecgdo por patdgenos, os quais seriam estimulos
inflamatdrios para iniciar e manter o processo aterosclerético (Matilla, 1989),
vem sendo bastante discutida nos ultimos anos. No entanto, o assunto ainda
€ bastante controverso. Mesmo a progressiva documentacdo sobre a
presenca de agentes infecciosos nas placas ateroscleréticas nédo tem
conseguido esclarecer o papel desses agentes no processo: se seriam
agentes ativos na aterogénese e no desencadeamento de inflamacao e
ruptura de placa, ou se seriam habitantes passivos das placas (Saikku et al.,

1988; Mahony, Vink et al., 2001).

A infecgdo pelo Citomegalovirus (CMV) humano, maior causa de
morbidade e mortalidade em individuos imunocomprometidos (Macher et al.,
1983; Boehler et al., 1994; Vliegen et al., 2002), tem sido sugerida estar
associada a aterosclerose acelerada apos o transplante cardiaco (Fong,
2002). Minick et al. (1979) detectaram na doengca de Marek que o
herpesvirus aviario possivelmente estava relacionado ao surgimento da
aterosclerose em galinhas. A partir de entdo o papel do CMV e de outros
herpesvirus ganhou interesse na progressao da doenga cardiaca (Minick et
al., 1979). O CMV, in vitro, parece estimular a proliferagcdo e migragao de
células de musculo liso e in vivo favorecer a transferéncia de gene em

artérias carotidas normais (Streblow et al., 1999).

Helicobacter pylori, bactéria que pode causar a Uulcera péptica,

também foi apontada como um dos microorganismos envolvidos no



Introducéao 11

desenvolvimento da aterosclerose pelo achado de alta prevaléncia de H.
pylori em pacientes com doencga arterial coronaria, infarto do miocardio ou
doencga cerebrovascular. E também, por coincidéncia entre infeccdo por H.
pylori e fatores de riscos cardiovasculares tais como: elevagao dos niveis de
colesterol, triglicérides e fibrinogénio plasmatico bem como correlagdo com
as proteinas da fase aguda, como a proteina C-reativa. Ha estudos
moleculares com identificacdo do DNA do H. pylori nos ateromas apontando
um envolvimento direto dessa bactéria na progressao e instabilidade das
placas ateroscleréticas (Martinez, 2002; Gaensly, 2002; Kowalski et al.,

2002).

Chlamydophila pneumoniae (CP) € um patdégeno respiratério humano
responsavel por 5-20% dos casos adquiridos de pneumonia, bronquite e
sinusite (Cook, 1994; Kuo et al., 1995). Foi isolada pela primeira vez como
TW em Taiwan em 1965, e depois, como AR-39, em 1983, em Seattle. Em
1986 foi descrita como uma causa de infecgdo aguda do trato respiratorio, e
recebeu o nome de TWAR (Taiwan acute respiratory) (Grayston et al., 1986;
Grayston et al., 1989). TWAR foi mais tarde declarada como uma nova
espécie de Chlamydia e renomeada de Chlamydia pneumoniae em 1989. A
prevaléncia de anticorpos contra C. pneumoniae na populacdo alcanca em
torno de 50% na idade de 20 anos e 80% na idade de 80 anos (Aldous et al.,
1992; Ngeh et al., 2001; Kuo, Campbel, 2002). Trata-se de uma bactéria
gram negativa intracelular obrigatéria que depende de um hospedeiro para
gerar ATP, ja que ela ndo o produz. Além das células de faringe, arvore

brénquica e trato genito-urinario, o microorganismo pode infectar outros tipos
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celulares, incluindo macréfagos, células endoteliais e células de musculo liso

da parede arterial (Cook, 1994; Kuo, Campbel, 2002).

As principais evidéncias que associam a C. pneumoniae a doenga
cardiovascular serdo descritas. A primeira sugestao foi proposta por Saikku
et al., em 1988, demonstrando uma associacdo soro-epidemiologica de
anticorpos anti-C. pneumoniae com infarto do miocardio e doenga coronaria.
Em seguida surgiram estudos soro-epidemiolégicos com a deteccéo direta
do antigeno ou do DNA da bactéria ou ambos, e isolamento do
microorganismo de lesdes ateroscleréticas (Saikku et al., 1988; Kuo et al.,
1995; Fong et al., 1997; Muhlestein et al., 1998; Ross, 1999; Rosenfeld et

al., 2000; Grayston, 2000; Blessing et al., 2001; Campbel, Kuo, 2002).

Investigadores demonstraram uma associagao entre infecgao por C.
pneumoniae e aneurismas de aorta abdominal (AAA) (Lindholt, 2001). Esses
autores encontraram correlagéo positiva entre expansao e progressao de
AAA com IgA e IgG de C. pneumoniae (Lindholt, 2001; Vammen et al., 2001.
Técnicas como PCR (polymerase chain reaction) imunohistoquimica,
microscopia eletrdnica, e cultivo do organismo apresentaram evidéncias da
presenca de C. pneumoniae em lesdes ateroscleréticas (Kuo, Campbel,
2000).

Kuo C. e colaboradores em uma série de estudos detectaram C.
pneumoniae em 148 (54%) de 272 tecidos ateroscleroticos testados; o
microorganismo nao foi encontrado em nenhuma das 52 artérias normais
testadas. A Clamidia tem sido detectada mais frequentemente em lesbes

ateroscleréticas do que em outros tecidos do organismo do mesmo
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hospedeiro, sugerindo um tropismo do organismo por ateromas (Saikku et
al., 1988; Campbel et al., 1998; Grayston, 2000). Em estudo com utilizagao
de imunohistoquimica e PCR detectou-se a C. pneumoniae em 21 (55%) dos
38 pacientes examinados. Dos pacientes positivos 52% apresentaram o
microorganismo apenas no tecido cardiovascular 33% em tecido
cardiovascular e nao-cardiovascular e 14% em tecido n&o-cardiovascular

(principalmente nos pulmdes) (Muhlestein et al., 1998).

Os mecanismos iniciais do desenvolvimento da lesdo aterosclerética
incluem injuria ou ativagao endotelial que pode se desencadear por multiplos
fatores. Em indculo intranasal ou intraperitoneal de camundongos com C.
pneumoniae o microorganismo foi detectado por PCR em macréfagos
alveloares e peritoneais e ainda em células mononucleares de sangue
periférico (Kuo, Campbel, 2002). Kuo e colaboradores, 1995, por uma
transferéncia passiva de macrofagos alveolares ou peritoneais infectados
para uma cavidade nao-infectada de camundongo, encontraram usando a
mesma técnica a bactéria C. pneumoniae nos pulmoes, timo, baco e/ou
linfonodos abdominais. Essas seriam evidéncias de que o0s
monadcitos/macréfagos provavelmente funcionam como veiculo para a
disseminagdo da infeccdo por Chlamydophila pneumoniae do tecido
pulmonar para placas ateromatosas (Fong, 1997). E importante entender a
habilidade desse microrganismo em causar infecgdo local e inflamagao da
parede vascular, caracterizadas pelo influxo de leucdcitos, consistindo
principalmente de mondcitos e linfocitos T. Quando linfocitos T séo ativados,

podem atuar como uma fonte de citocinas pré-aterogénicas, contribuindo
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assim com a progressao da formagao da lesdo nas camadas de gordura da
placa aterosclerética (de Boer, 2000). A presenga de C. pneumoniae em
lesbes nao prova que exista um papel significante na aterogénese (Kuo,
1999). E possivel que, quando presente na lesdo, a C. pneumoniae cause

inflamacao crénica e assim perpetue a aterogénese (Kuo, 1999).

Trabalhos desenvolvidos no InCor—HCFMUSP (Higuchi et al., 2000a),
utilizando técnicas de imunohistoquimica, hibridizac&o in situ e microscopia
eletrbnica, mostraram grande quantidade de bactérias C. pneumoniae no
interior das placas, na camada média e, principalmente, na adventicia de
segmentos de artérias coronarias com placas rotas. Porém, a C.
pneumoniae esteve presente também, porém em pequena quantidade, em
segmentos coronarianos com placas estaveis ou sem aterosclerose,
principalmente na adventicia. Isto sugere que a C. pneumoniae é um agente
infeccioso comum na adventicia dos vasos e que sua proliferagdo
aumentada poderia gerar inflamagao da parede vascular e, assim, contribuir

para remodelamento e instabilidade do vaso.

Os mesmos pesquisadores (Higuchi et al., 2000 b), em seqliéncia aos
estudos acima relatados, observaram que, além da C. pneumoniae, outra
bactéria esta presente nas placas de ateromas instaveis: o Mycoplasma

pneumoniae.

Os micoplasmas, considerados os menores microorganismos de vida
livre, tém como habitat primario superficies das mucosas oral e ocular, tratos
respiratorio, urogenital e digestério dos animais e do homem, no qual foram

isoladas 16 espécies. Os primeiros relatos de micoplasmas como agentes
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infecciosos foram publicados entre 1930 e 1940. E agente etiolégico da

pneumonia atipica (Krause, Taylor, 1922).

Os micoplasmas fazem parte de um grande grupo de procariotos com
mais de 190 espécies (Timenetsky, 2000), distinguindo-se das demais por
ser a menor bactéria autoreplicante, possuindo diminuto genoma e por
apresentar caracteristicas unicas, como auséncia de parede externa e
necessidade de colesterol para sua sobrevivéncia (Razin et al., 1998).
Devido a sua limitada capacidade de biossintese, algumas espécies sao
parasitas estritos de hospedeiros e tecidos especificos (Razin, 1998). Outra
caracteristica importante é que ele induz alteragdes no sistema imunolégico
do hospedeiro, as quais podem favorecer a proliferacdo de outros agentes

infecciosos.

Em animais de laboratério, o M. pulmonis é bastante frequente, sendo

causador da micoplasmose respiratéria murina.

Para o homem, considera-se que o M. pneumoniae (MP) é um
patdégeno primario importante, causando pneumonia e outras doencas do
trato respiratorio, tais como traqueobronquites e faringites (Baseman et al.,
1975; Jacobs, 1991), bem como manifestagcées extrapulmonares, sindromes
hematopoiéticas, acometimento do sistema nervoso central, articulacoes,
figado, pancreas e sindromes cardiovasculares. Esses microorganismos
causam diversos efeitos, como alteragdo do metabolismo, diminuicdo na
taxa de divisdo celular pela interferéncia na sintese de DNA, RNA e
proteinas, aberragdes cromossOmicas e morte com desprendimento da

monocamada. Além disso, podem induzir a redistribuicdo e modificacdo dos
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antigenos de superficie da célula hospedeira, interferindo na propagacao de
virus (Razin, 2001). Os micoplasmas normalmente provocam infeccbes
crénicas ou de longa duragéao. Isto sugere que essas bactérias possuem um
mecanismo de escape a resposta do sistema imune do hospedeiro, em
decorréncia seja da variagdo das proteinas de superficie, seja na
capacidade de provocar alteragbes nos constituintes imunoldgicos,
alteragdes essas que envolvem reagdes imunoldgicas especificas e nao-

especificas (Brade, 1999).

Mecanismos de defesa especificos incluem a produgao tanto local
quanto sistémica de anticorpos de diferentes classes e subclasses,
estimulacdo de imunidade celular mediada, opsonizagao e fagocitose dos
organismos (Abbas, 1994). Os micoplasmas afetam o sistema imune
podendo induzir tanto a supressao quanto a estimulagao de linfocitos T e B,
produzindo citocinas, elevando a citotoxicidade de macréfagos, células
“natural killers” e células T, aumentando a expressao de células receptoras e

ativando a cascata do complemento.

Tanto a bactéria inteira, como a sua lipoproteina de membrana,
parecem ter capacidade de ativar mondcitos e tém papel importante na

resposta inflamatdria durante a infecgdo (Chambaud, 1999).

O M. pulmonis e o M. pneumoniae demonstraram capacidade de
provocar efeitos supressores nos macrofagos alveolares, inibindo as
atividades de fagocitose por provavel atuagao do LPS (lipopolysaccharide)
da capsula do micoplasma, interferindo assim no fator de necrose tumoral

(TNF) e na producgao de interleucinas (IL-1, IL-6), estimulando a resposta
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imune primaria timo-independente, permitindo dessa forma a ocorréncia de
infecgdes crbnicas pela dificuldade da eliminagdo dos micoplasmas e outros
micoorganismos (Timenetsky, Metiffogo, 2000). A habilidade dos
micoplasmas em imunomodular um hospedeiro n&o-imune responsivo
contribui para suas propriedades patogénicas, permitindo que escapem dos
mecanismos de defesa do hospedeiro, ou os suprimam, estabelecendo

assim uma infecgao crénica, persistente (Timenetsky, Metiffogo, 2000).

M.pneumoniae possui uma expansao polar com core eletro denso,
com fungao de aderéncia, o que auxilia na motilidade. Permanece ainda a
duvida se micoplasmas aderem a superficie das células ou as invadem
(Razin et al., 1998). A falta de parede celular permite um contato intimo entre
a membrana do micoplasma e a membrana da célula hospedeira e, em
condigdes apropriadas, pode ocorrer fusao celular. Durante o processo de
fusdo, os componentes do micoplasma sao liberados dentro da célula
hospedeira e afetam as fungcbes normais da célula, devido a acédo de
enzimas da bactéria, dentre as quais as nucleases (Timenetsky, 1998), que

podem degradar o DNA da célula hospedeira.

Estudos prévios desenvolvidos no InCor mostraram que segmentos
de artérias coronarias humanas contendo placas rotas, trombosadas e que
causaram infarto do miocardio, apresentavam grande quantidade de M.
pneumoniae e C. pneumoniae (Higuchi et al., 2000). Houve uma correlagao
positiva significante entre a quantidade de C. pneumoniae e o numero de
células inflamatdrias positivas anti C. pneumoniae na placa e na adventicia,

sugerindo uma relacdo de causa e efeito. As placas vulneraveis que se
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associam a eventos isquémicos agudos s&o caracteristicamente volumosas,
com grande conteudo de colesterol. Isto pode explicar o crescimento de
expressiva quantidade de micoplasmas nesse local. Por outro lado, a
presenca de micoplasmas pode facilitar o crescimento de C. pneumoniae co-

existente nessa regiao.

Em trabalhos subsequentes, com a hipotese de que a associagao de
C.pneumoniae e M.pneumoniae poderia aumentar a viruléncia da clamidia,
favorecendo a sua proliferacao, inflamacéo da placa e possivel ruptura, foi
constatada a presenca das duas bactérias na superficie do vasa vasorum,
nas células da placa ateromatosa e no intersticio de placas vulneraveis. Os
resultados, de uma forma geral, apontaram para uma participagdo do
M.pneumoniae na patogénese da aterosclerose e sua intima associagao
com C.pneumoniae poderia ser um dos fatores a causar arterite localizada
na coronaria, ruptura da placa e consequente infarto agudo do miocardio

(Higuchi et al., 2000, 2002).

M. pneumoniae, C. pneumoniae, inflamacgao e fatores de crescimento
estiveram presentes em lesdes ateroscleroticas iniciais, em fragmentos de
biépsia de aorta ascendente, sugerindo fortemente um papel patogenético
para essas duas bactérias no desenvolvimento da aterosclerose (Gais,
2006). Nesse trabalho os autores mostraram que a predominancia de C.
pneumoniae em relacdo ao M. pneumoniae pode ser um fator para
progressao da placa e que fatores de crescimento podem ser importantes

para a estabilidade da placa.
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Co-infecgado por C. pneumoniae e M. pulmonis foi observada em
colénia de ratos convencionais assintomaticos, os quais apresentavam
enzimas hepaticas elevadas no soro, sugerindo que a associagao entre
micoplasma e clamidia também esta presente em animais, levando a lesdes

cronicas subclinicas (Damy et al., 2003).

Para que se consiga esclarecer melhor a relagdo entre a doenca
aterosclerotica e microorganismos ha necessidade de que essa relagao

também exista nos modelos animais experimentais.

Observacbes em humanos enriquecem consideravelmente os
estudos, porém por razdes éticas Obvias nossa capacidade em comprovar

essas hipoteses na espécie humana é bastante limitada (Rekhter, 2002).

As aves foram os primeiros animais a serem usados no estudo de
aterosclerose (Clair, 1998). A doenca de Marek, provocada por um
herpesvirus, exacerba a aterosclerose em frangos (Hajjar, 1986). Ja foram
utilizados também primatas (Clarkson 1998) e camundongos (Vesselinovitch,
1968; Thompson, 1969; Roberts, 1976; Paigen et al., 1985, Paigen et al.

1987a; Paigen et al., 1987b; Leboeuf et al., 1990)

Coelhos tém sido considerados bons modelos para desenvolvimento
de aterosclerose experimental (Kuo et al., 1995; Fong, 1997; Laitinen et al.,
1997; Muhlestein et al., 1998; Higuchi et al., 2000; Rekhter, 2002; Fong et
al., 2002). Esses animais vém sendo amplamente utilizados para estudos de
aterosclerose desde o inicio do século XX, quando em 1908 Ignatowski

reportou aumento da camada intima com administracdo de dieta exclusiva
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de proteinas de origem animal (carne, leite, ovos). Anitschkow em 1913
(Finging, 1997) demonstrou que ao alimentar os animais com dieta rica em
colesterol causava-se alteracdes aterosclerdticas na intima arterial do coelho
semelhantes a aterosclerose humana (Laitinen et al., 1997; Finging et al.,
1997; Libby, 2001). A doenca é usualmente induzida em coelhos da raga
Nova Zelandia normais com dietas contendo lipides ou proteinas ou através
de lesdes mecanicas nas artérias (Dayley et al., 1994; Finging et al., 1997).
O coelho como modelo tem algumas vantagens em experimentos com
infeccao do animal com C. pneumoniae. Por exemplo, é rara a infecgao por
outras bactérias e as lesdes aparecem rapidamente (em algumas semanas)
com evidéncias histoldgicas. A desvantagem seria o alto custo de
manutencado, assim como dificuldade de se trabalhar com um grande

numero de animais (Fong, 2000b).

Em estudo ainda nao publicado verificamos que col6nias de coelhos
da raca Nova Zelandia apresentam com frequéncia quadros de bronquite e
pneumonite crénicos, apresentando nas células dos septos alveolares e nas
células mesoteliais positividade para antigenos da C. pneumoniae e de M.
pneumoniae. Nos epitélios de revestimento brénquico, a positividade anti-
antigenos de M. pneumoniae foi intensa. Sabendo que micoplasmas
proliferam na presenca de colesterol e que também favorecem a proliferagao
de outros agentes infecciosos, a proposta do presente trabalho foi
demonstrar uma possivel participagcao de C. pneumoniae e M. pneumoniae
pré-existentes na parede da artéria aorta de coelhos analisando se ocorre

aumento proporcional de antigenos desses agentes infecciosos conforme se
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desenvolvem as placas de ateromas no animal submetido a dieta rica em

colesterol.



2 Objetivos
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O presente trabalho tem como objetivo principal verificar se
Mycoplasma pneumoniae e Chlamydophila pneumoniae previamente
existentes na parede dos vasos podem estar relacionados a intensidade de
desenvolvimento de placas de ateromas na vigéncia de dieta rica em

colesterol. Como objetivos especificos procuramos:

2.1- Verificar se a intensidade da aterosclerose experimental, que se
desenvolve pela administragdo de dieta rica em colesterol administrada
a coelhos, esta relacionada a intensidade local de infeccdo pré-
existente por Mycoplasma pneumoniae e Chlamydophila pneumoniae
na aorta desses animais, procurando observar possiveis correlacdes
entre quantidade de antigenos desses agentes infecciosos com

quantidade de células inflamatoérias e tamanho das placas de ateroma;

2.2- Verificar se a quantidade de um desses tipos de agentes infecciosos
esta relacionada a menor fibrose no ateroma, a qual, € uma

caracteristica de instabilizagao da placa;
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2.3 Verificar se possiveis diferencas de intensidade aterosclerética entre o
segmento toracico e o segmento abdominal podem estar relacionadas
com diferencas de quantidade de M. pneumoniae e C. pneumoniae pré-

existentes nessas regides;

2.4- Verificar se ha relagdo entre os niveis séricos de colesterol, suas
fragbes e triglicérides e a quantidade de M. pneumoniae e C.

pneumoniae.



3 Métodos
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3.1 MATERIAL

3.1.1 Animais

Nesta pesquisa foram estudados 39 coelhos da raga Nova Zelandia
(White New Zealand), provenientes do Biotério Central da Faculdade de
Medicina -USP, com 60 dias de idade aproximadamente, machos e pesando
de 2,2 + 0,5 kg. Os mesmos foram acondicionados em gaioleiros de ago
inoxidavel adequados a espécie no Biotério da Disciplina de Técnica
Cirargica e Cirurgia da Faculdade de Medicina —USP, mantidos com racao
especifica para a espécie e agua ad libitum, com intervalos de luz e
escuridao a cada 14/10 horas e temperatura ambiente de aproximadamente

22°C.

Os coelhos foram divididos em 3 grupos:

Grupo A — Grupo Controle Normal composto de 13 coelhos
alimentados com dieta normal e com formulacdo adequada para a
espécie, conforme descricdo abaixo. Esses animais foram

sacrificados na oitava semana, a partir da data de chegada.
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Grupo B - Grupo com dieta hipercolesterolémica 8 semanas:
composto por 13 coelhos alimentados com a dieta do grupo A
enriquecida com 1% de colesterol conforme descri¢cao abaixo, durante

8 semanas.

Grupo C — Grupo com dieta hipercolesterolémica 12 semanas:
composto por 13 coelhos alimentados com dieta enriquecida com 1%

de colesterol, durante 12 semanas.

3.2 METODOLOGIA

Todos os procedimentos envolvendo a experimentagdo com o0s
animais foram realizados de acordo com principios éticos estabelecidos

internacionalmente (NRC, 1996).

O protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do HC-

FMUSP e Comissao Cientifica e de Etica do Instituto do Coracao.

O periodo dedicado aos animais estendeu-se de abril de 2003 a

margo de 2004.
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3.2.1 Confecgao da dieta

Os animais alimentaram-se inicialmente de racdo para coelhos

Nuvilab®, do laboratério Nuvital, Curitiba, PR. Brasil.

Para obter a dieta hipercolesterolémica, foram adicionados 10 g de
colesterol em po (Sigma — C 8503 — 95% de pureza USP) a cada quilo de
racao comercial. O colesterol foi dissolvido em uma mistura de 50 ml de éter
etilico (Casa da Quimica Ind. Com ltda. Diadema-S. P.) e 100 ml de alcool
etilico 70°(Divisdo de Farmacia. HC-FMUSP) e, em seguida, adicionado a
ragao por pulverizagcdo. A racdo permaneceu em cubas apropriadas para

evaporagao do conteudo volatil da mistura durante 24 horas.

Cada animal recebeu diariamente 150 g de ragao, aproximadamente

e tal consumo foi controlado por pesagem diaria.

3.2.2 Coleta de sangue e métodos laboratoriais

No inicio do experimento foi coletada, por pungao intracardiaca,
amostra de 10 ml de sangue, dos animais para dosagem bioquimica do
colesterol total e fragdes, 0 que se constituiu nos valores de referéncia

normal para este experimento.

No final de cada experimento, de cada animal a ser estudado, foi
coletada uma amostra de sangue para dosagem bioquimica do colesterol
total e fragdes. Dos coelhos previamente anestesiados com ketamina 25-50

mg/kg associado a xilazina 2-5 mg/kg via intramuscular, o sangue colhido
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por puncao intracardiaca, foi centrifugado a 2000 rpm e o soro obtido,
fracionado, acondicionado em microtubos-Eppendorf® e mantido a

temperatura de - 32°C.

O colesterol total e o HDL (high density lipoproteins) foram dosados
pelo método enzimatico CHOD-PAP (Merck®, E.U.A.) e os niveis séricos de
HDL, medidos apds precipitacdo com acido fosfotungstico e cloreto de
magnésio. O valor do LDL foi calculado pela formula de FRIEDWALD e os
valores dos triglicérides foram calculados, por método enzimatico de cor

(GPO-PAP) com uso do aparelho Cobas Mira (Roche®).

As dosagens de lipides foram realizadas no Laboratério Clinico do
InCor-HC FMUSP, todos com referéncias conforme as Diretrizes Brasileiras
sobre Dislipidemias . Quando houve mais de uma medida, foi calculada a

média destas e esse valor, tomado como referencial para o caso.

3.2.3 Sacrificio dos animais

O sacrificio foi realizado apds pesagem dos animais com injecao
prévia de anestésicos (ketamina 25-50 mg/kg associado a xilazina 2-5 mg/kg
via intramuscular), cuja agao foi aprofundada com barbiturico (Tiopental) e

administragao de cloreto de potassio 3ml, via intracardiaca.

Os animais foram imediatamente submetidos a necrépsia e a aorta,

retirada na integra, juntamente com todo o monobloco dos 6rgaos.



Métodos 30

3.2.4 Estudo anatomopatologico

3.2.4.1 Preparo da aorta

A aorta foi dissecada do monobloco, seccionada a altura do arco
aoértico e da bifurcacédo iliaca. A artéria foi em seguida aberta
longitudinalmente, presa em superficie lisa de cartolina com alfinetes e
fixada em formol tamponado 10 %, pH 7.4, por 24 horas. A seguir, foi corada
pelo método histoquimico SUDAN 1V, o qual, cora a gordura em vermelho,

conforme descrigao abaixo.

1. Cada amostra foi colocada dentro de uma “caixeta” de plastico (25x3
cm), em cujas paredes existem pequenos orificios que permitem a
passagem de liquidos por seu interior, mas ndo a sua a saida do

fragmento a ser processado.

2. A caixeta foi, entdo, imersa em agua destilada, por cerca de trés

segundos.

3. Imediatamente, o material foi lavado com alcool etilico a 70°GL, também

por cerca de trés segundos.

4. A seguir, o material foi mergulhado em solugdo de SUDAN 1V (preparado
com 1g de solugcdo de SUDAN IV, 50 ml de alcool a 70°GL e 50 ml de

acetona), por cinco minutos.

5. Em seguida, o material foi embebido novamente em alcool a 70°GL,

desta vez por um minuto.
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6. Depois, os segmentos foram mergulhados em agua destilada por cerca

de trés segundos.

7. Apos, os fragmentos foram embebidas em hematoxilina de Harris, em um

frasco com 50 ml.

8. A seguir, o material foi lavado em agua comum por cerca de trés
segundos. O frasco continha 200 ml dessa agua e, nesses trés

segundos, foram realizados movimentos helicoidais ascendentes.

9. Imediatamente, o material foi lavado em agua destilada, até que todo o

excesso de hematoxilina fosse retirado.

Apos os procedimentos acima descritos, cada aorta foi retirada da

caixeta e imersa em agua destilada para posteriormente ser medida.

3.2.4.2 Microscopia 6ptica

Para a analise histolégica, a artéria aorta aberta longitudinalmente,
corada e fixada em formol tamponado, a 10 %, pH 7.4, foi representada nas
porcdes toracica e abdominal através de dois cortes transversais de 0.5cm
de espessura, 1cm apos a emergéncia dos vasos da crossa da aorta e 1cm
abaixo do diafragma, respectivamente. Esse material foi submetido a
técnicas tradicionais de processamento para emblocamento em parafina. Os
blocos de parafina foram submetidos a cortes seriados de 5um para analise
histolégica através dos métodos de coloragcdo hematoxilina—eosina (H&E)
(Arruda et al., 2003) e Tricrobmico de Masson (Arruda et al., 2003) e reag¢des

de imunohistoquimicas, para quantificagdo das variaveis indicadas a seguir.
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3.2.4.3 Variaveis do estudo
1- Area da camada intima;
2- Area da camada adventicia;
3- Perimetro da lamina elastica externa (LEE);
5- Porcentagem de fibrose na placa;
6- Intensidade de infiltrado inflamatério na placa;
7- Intensidade de infiltrado inflamatério na camada adventicia;
8- Quantidade de Mycoplasma pneumoniae na camada intima;
9- Quantidade de Mycoplasma pneumoniae na camada adventicia;
10- Quantidade de Chlamydophila pneumoniae na camada intima;
11- Quantidade de Chlamydophila pneumoniae na camada adventicia
12- Quantificagdo macroscopica da gordura pelo método de coloragéo

SUDAN IV

3.2.4.4 Analise das variaveis

As mensuragdes abaixo descritas foram realizadas por um programa

computadorizado -Quantimet 500- acoplado a microscopio de luz Leica.

A area de gordura macroscopica da camada intima, corada em
vermelho pelo SUDAN 1V foi avaliada por detecgao de cor em porcentagem

de area.

As areas de microscopia foram delineadas manualmente, da seguinte
forma: a ldmina elastica interna foi delineada, obtendo-se a area de luz em

potencial. Continuando o contorno até a superficie endotelial, foi obtida a
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area da intima (Figura 1), enquanto a area da camada média foi obtida

contornando-se a porgao entre as laminas elastica interna e externa.
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Figura1- Fotomicrografia de aorta de coelho representando delimitagdo manual
da camada intima para a medicdo da area (um?) no analisador de
imagens “Quantimet Leica”. (grupo B; aumento de 5x.)

A area da camada adventicia foi obtida também por delineamento
manual abrangendo area colagena e area de tecido adiposo. Ja o perimetro

externo, foi obtido com a medida do comprimento da I&mina elastica externa.

A porcentagem de area de fibrose na placa foi determinada por
detecgao de cor, na lamina corada pelo Tricrdmico de Masson, o qual cora

fibras colagenas em azul.
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A porcentagem de area de gordura na placa foi obtida pelo calculo da

por¢cao complementar da area de fibrose na placa.

A intensidade de infiltrado inflamatério foi avaliada por analise
semiquantitativa em cruzes (0 a 3). Esta analise foi feita com a observagao
de duas pessoas separadamente; estas discutiram as duvidas surgidas,

numa tentativa de soluciona-las. Para tal, foram utilizados os seguintes

critérios:
Intensidade Celularidade
0 Auséncia
+ Um foco de acumulo de mononucleares
+ + Pequenos focos de acumulo de mononucleares
+++ Infiltrado mononuclear difuso

3.2.4.5 Imunohistoquimica

Cortes histologicos sequenciais da aorta (porgbes abdominal e

toracica) foram submetidos a reagcdes de imunohistoquimica.

Mycoplasma pneumoniae

ApoOs a desparafinacdo e bloqueio da peroxidase enddégena com
peréxido de hidrogénio a 3% em PBS por 15 min, as laminas foram
submetidas a técnica de recuperagao de antigenos, em microondas, por 10
minutos, utilizando-se tampéo citrato, pH 6.0. As proteinas do tecido foram
bloqueadas com protein block -serum-free (Dako, Capinteria, CA, Estados

Unidos) por 2h a 37°C.
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Em seguida as sec¢des foram incubadas com anticorpo monoclonal
produzido em camundongo para deteccdo de Mycoplasma pneumoniae,
clone M2110181 (Fitzerald Concord MA, Estados Unidos), em uma diluigao

de 1:80 por 18h a 4°C.

O anticorpo secundario foi a anti-imunoglobulina de camundongo
conjugado com a biotina (Dako Carpinteria, CA, Estados Unidos), diluida a
1:100, por 1h, a 37°C. Como composto de ligagdo para a biotina foi utilizada
a estreptoavidina conjugada com a peroxidase (Amersham, Little Chalfont,
Inglaterra), diluida a 1:50, por 1h, a 37°C. A visualizagdo da reacgéo
antigeno/anticorpo foi feita com uma solugdo contendo 40 mg de 3,3-
diaminobenzidina (Sigma Chemical Corporation, St. Louis, MO, Estados
Unidos) e 600ul de peroxido de hidrogénio a 6% diluidos em 100 ml de PBS,
pH 7.4, resultando em coloragao marrom e contra-coradas com hematoxilina
de Harris. As laminas foram entdo montadas em resina sintética Entellan

(Merck, Darmstadt, Alemanha). (Quadro 2)

Quadro 2 - Anticorpos utilizados e suas respectivas diluicdes e fornecedores

Anticorpos Diluicao |Marca

Chlamydophila pneumoniae puro Dako (Carpinteria, Ca, Estados
clone RR-402 Unidos)
Micoplasma.pneumoniae 1:80 Fitzgerald (Concord MA

Clone M2110181 Estados Unidos)
Anti-imunoglobulina de 1:100 Dako (Carpinteria, Ca, Estados
camundongo Unidos)
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Chlamydophila pneumoniae

Os procedimentos iniciais foram idénticos aos ja descritos no
protocolo de imunohistoquimica para o M. pneumoniae. A seguir as seccdes
foram incubadas com anticorpo monoclonal para deteccdo de C.
pneumoniae, clone RR-402 (Dako, Carpinteria, Estados Unidos), a 4°C por
18 horas, sem diluicdo. O anticorpo secundario foi a anti-imunoglobulina de
camundongo conjugado com a biotina, da Dako, diluido a 1:50, por 1h, a
37°C. Como composto de ligagéo para a biotina foi utilizada estreptoavidina
conjugada com a peroxidase, (da Amershamdiluida a 1:50, por 1h, a 37°C. O
cromoégeno utilizado para esta reagdo também foi o 3,3’-diaminobenzidina
(Sigma Chemical Corporation, St. Louis MO, Estados Unidos preparado da
mesma maneira ja descrita anteriormente. A contra-coloragdo foi feita com

hematoxilina de Harris e as laminas montadas com Entellan. (Quadro 2)

3.2.4.4 Andlise dos agentes infecciosos

Para a avaliacédo da presenga de Chlamydophila pneumoniae e de
Mycoplasma pneumoniae, as secgdes histologicas foram submetidas as
reacdes de imunoperoxidase e, posteriormente, quantificadas pelo sistema
de analise de imagens Quantimet 500 (Leica Benfheim, Alemanha),
utiizando a objetiva de 20 vezes, sendo a calibragdo de 1 pixel igual
0,311um.

As areas ocupadas pelos agentes infecciosos sdo automaticamente
detectadas pela intensidade da cor marrom dada pelo cromégeno especifico.

Os resultados obtidos s&o expressos em porcentagem de area ocupada
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pelos agentes infecciosos e a area total das camadas intima e adventicia em

um?. Resultados esses depois convertidos em mm?.

A espessura maior da camada intima foi determinada em pum,
medindo-se um segmento de reta da superficie endotelial até a lamina

elastica interna.

3.2.5 Metodologia Estatistica

A analise descritiva das variaveis foi feita através dos valores de
média, mediana e desvio-padrdo. A normalidade dos dados foi verificada

através dos testes de Kolmogorov-Smirnov (Neter, 1996).

Para testar a hipotese de igualdade das variaveis entre os trés grupos
foi utilizado o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis com comparacgdes

multiplas pelo teste de Dunn ou pelo teste de Tukey (Rosner, 1986).

Cada grupo separadamente, foi entdo, comparado em relagédo as
demais variaveis por meio dos testes t-pareado -teste paramétrico de médias
que supode distribuicdo normal para os dados- e do teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney (Conover, 1999), que corresponde ao teste t, mas ndo supde

distribuicdo normal para os dados.

O teste de correlagdo de Spearman foi utilizado para verificar a

existéncia e o grau de correlagao entre variaveis analisadas.
A significancia estatistica adotada neste estudo para todos os testes
foi de 5% (p=0,05).

Para a analise, foi utilizado o sistema estatistico Sigma Stat, 1997.



4 Resultados
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Cada aorta foi medida em seu comprimento e largura. Os valores

medios e desvios padrao de cada grupo estao relatados no Tabela 1.

Tabela1 - Valores de média e desvio padrdo de comprimento e largura das
aortas dos trés grupos, medidos em centimetros

Grupo A Grupo B Grupo C

Comprimento

(Dosvio padrao) 19,05 (1,17) 19,97 (1,03) 17,55 (0,62)

T  061(0,08 0,80(0,08) 0,53 (0,06)

Largura

(Desvio padrao) A 0,43 (0,06) 0,54 (0,05) 0,45 (0,06)

T: segmento toracico
A: segmento abdominal

41 VARIAVEIS ESTUDADAS

4.1.1 Visao geral dos resultados das variaveis

Na tabela abaixo estao dispostos as médias, desvios-padrao, teste de
normalidade e “P” das variaveis, nos trés grupos estudados de aorta de
coelhos. Os resultados das analises das variaveis estdo discriminados a

seqguir (Tabela 2).
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Tabela 2 - Medidas descritivas das variaveis de interesse segundo cada grupo

Grupo A Grupo B Grupo C

variaveis Média dp P Norm Média dp P Norm Média dp P Norm
mima T %02 0000 g ST T 0% D5 00y gm T 0% 016 gy o
cwsant T8 eew I T8 s ST D om o
vt TS o S TSR OL o gm DOE% o
Perimetro ) 261 036 057 dm A 23 ods 17 Gm A 207 oas 0% Gn
w1 O 05 qgip M0 T 110 090 g o 1210 08 gg
nfladv® p 0G0 05t o0s (224 G2 os 20 s A 1 ose 020 pao
Fibrose @ 1 9/Peca siplaca splacs pdo T 1085 481 o0y Sm T B T2 0 o
Gordura @ ) 8 D e o/ baca S/ placa nao A 9672 083 % Gm A aese 41 000 g
Macro® T oipaca siplacasplaca no T S34 1322 o0y Sm T TSI 4742 o0 S

continua
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Tabela 2 - Medidas descritivas das variaveis de interesse segundo cada grupo. (continuagéo)

Grupo A Grupo B Grupo C

variaveis Média dp P Norm Média dp P Norm Média dp P Norm
MPInt® ) 05 oos 00 mio A T3 oos 00 nao A 191 oso <0001 S
MPANT A 0% oos 0001 mio A ta3 og7 T Sm o A tae2 oes 0% G
cPint® 4 Goz 602 %% i A i oos 07 Sm A 1754 047 0015 Sm
CPAN® A 5on oot %" nao A 1az ope % Gm A 14 oss O na
wece® 1 28108 gop h0 T 299 209 qgy sm T 109 06 ggug am
MPICPAdY® ) 701 o072 01 Sm A Tia o076 5% i A 1o2 oss 09 S

1: mm? ; 2: porcentagem de area (% de area positiva); 3: analise semi-quantitativa; 4: mm; 5:SUDAN |V 6:razao; T:
segmento toracico; A: segmento abdominal; Adv: adventicia; Infl: inflamacgao; Int: camada intima; dp = desvio padréo; norm =

teste normalidade.
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42 COMPARAGAO ENTRE OS SEGMENTOS TORACICO E
ABDOMINAL

Na tabela acima, para as variaveis que apresentaram distribuicao
normal foi aplicado o teste paramétrico “t” pareado e quando a suposi¢ao de

normalidade foi rejeitada aplicou-se o Wilcoxon signed rank test.

4.2.1 Anadlise da espessura das camadas intima, média e adventicia

As camadas intima (mm?) e média (mm? apresentaram-se
significativamente maiores na porgao toracica do que na porgdo abdominal,

tanto no grupo B quanto no grupo C (p< 0,001) (Figura 2). Ndo houve

diferenca dessas variaveis no grupo A (controle).

Figura2 - Fotomicrografias de segmentos de aortas de coelho representando o
grupo C, ilustrando os tamanhos de placas nas porgdes toracica e
abdominal. (H&E, A: Porgéao toracica, B: Por¢gao abdominal, aumento
de 10x)
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A area adventicia mostrou maior espessura no segmento toracico do

gue no segmento abdominal (p< 0,001), somente no grupo B.

4.2.2 Analise do perimetro, inflamagao e quantidade de gordura na

placa

N&do houve diferengca significante quanto ao perimetro entre o

segmento toracico e abdominal dos trés grupos.

Houve maior inflamagao no segmento toracico do que no segmento

abdominal dos trés grupos.

A porcentagem de fibrose na placa foi maior no segmento toracico do
que no segmento abdominal nos grupos B e C (p< 0,001). Essa variavel ndo
foi quantificada no grupo A por ndo haver placas ateroscleroticas neste

grupo. (Figura 3)

A porcentagem de area ocupada pela gordura na placa foi maior na

por¢cao abdominal do que na porgao toracica (p< 0,001). (Figura 3)
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Figura 3 - Fotomicrografias de segmentos de aortas de coelho
representando o grupo C, ilustrando os tipos de placas nas
porgdes toracica e abdominal (H&E, A: Porcao toracica, B:
Porcao abdominal , aumento de 10x)

4.2.3 Anadlise dos agentes infecciosos

A porcentagem de area de MP na camada intima foi
significativamente maior na por¢gédo abdominal do que na toracica no grupo A
(p=0,005). Ocorrendo o inverso nos grupos B (p< 0,001) e C (p< 0,001) onde

os valores foram maiores na porg¢éao toracica.

Por outro lado, a porcentagem de area de MP na adventicia foi
significativamente maior na porgao toracica. Grupo A (p< 0,001), grupo B (p<

0,001), grupo C (p=0,049)

A porcentagem de area de CP na camada intima no grupo A foi maior
na porgdo abdominal, porém sem apresentar diferenga estatistica (p<
0,075). Enquanto nos grupos B (p< 0,017), e C (p< 0,015), os valores

maiores foram encontrados no segmento toracico.
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Na adventicia, a porcentagem de area de CP foi maior no segmento

toracico do que no segmento abdominal nos trés grupos.

43 COMPARAGAO DO ESPESSAMENTO INTIMAL NOS GRUPOS A,
B e C NOS SEGMENTOS ESTUDADOS

No segmento toracico, a espessura intimal média do grupo A foi
menor do que no grupo B; este, por sua vez, foi menor do que no grupo C (p
<0,001). (Figura 4). Teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn para

comparacgao entre os grupos (Grafico 1).

O segmento abdominal reproduziu 0 mesmo comportamento que o
toracico, porém com valores menores (p <0,001). (Grafico 1).
Grafico 1 - Distribuicdo de valores de média e mediana da espessura da placa de

aterosclerose nas porgdes toracica e abdominal segundo os diferentes
grupos estudados
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Figura4- Fotomicrografias de aortas de coelhos ilustrando evolugéo do quadro
de aterosclerose experimental no segmento toracico. (H&E, A:Grupo A
B: Grupo B. C:Grupo C, aumento 10x)
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4.3.1 Analise da comparagao dos agentes infecciosos entre si nos

diferentes grupos nos segmentos estudados

Na intima do segmento toracico, houve maior concentracédo de
antigenos de MP no grupo C; o qual, por sua vez, foi maior do que no grupo
B, que por sua vez, foi maior do que no grupo A (Teste Kruskal-Wallis e

Teste de Dunn (p<0,001)). (Figura 5)
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Figura 5 - Fotomicrografias de segmentos de aortas de coelhos coradas
pela técnica de imunohistoquimica, para marcagao de antigenos
do M. pneumoniae, ilustrando uma forte marcagdo na camada
intima no grupo C ( em marrom) em contraste com uma leve
marcagao no grupo . (A:grupo A, B: grupo C, aumento 10x.)

Na adventicia desse segmento, foi observada o mesmo
comportamento: onde o grupo C teve valores maiores do que B e A, porém

nao houve diferencga significante entre B e A (Teste de Tukey).

As médias do grupo C foram maiores do que as do grupo B, as quais,
por sua vez, foram maiores do que as do grupo A, tanto na intima quanto na

adventicia (p<0,001).
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No segmento abdominal também foi observada maior concentragao
de antigenos de MP no grupo C; esta foi maior que no grupo B, a qual, por
sua vez, foi maior do que a do grupo A (Teste Kruskal-Wallis e Teste de

Dunn, p<0,001).

Na adventicia, o grupo C assim como no segmento toracico teve
valores maiores do que B e A, porém nao houve diferenga significante entre

B e A (Teste de Dunn).

A porcentagem de area positiva para antigenos de CP na intima
mostrou as médias do grupo C maiores do que as do grupo B, as quais, por

sua vez, foram maiores do que as do grupo A (p<0,001).

Na adventicia, a os valores do grupo C foram maiores do que os do
grupo B que, por sua vez, no segmento abdominal, ndo apresentou

diferenca em relagao ao grupo A (Teste de Dunn).

4.3.2 Anadlise do espessamento intimal e sua relagao com a presenca

dos agentes infecciosos nos segmentos estudados

O Grafico 2 demonstra o aumento proporcional observado entre a

placa de aterosclerose versus agentes infecciosos, no segmento toracico.
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Grafico 2 - Distribuicdo de valores de mediana em mm? da espessura da placa de
aterosclerose nas porgoes toracica e abdominal e distribuicdo da
porcentagem de area positiva para MP e CP (MP e CP x 10™") segundo
os diferentes grupos estudados
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Analisando todos os grupos de coelhos conjuntamente, observamos
correlagdes positivas entre as variaveis area intimal e quantidade de MP e

de CP (Tabela 3).

Houve também, forte correlacdo desses microorganismos entre si
tanto na camada intima como na camada adventicia, nos segmentos

toracico e abdominal.

A correlagéo entre adventicia versus agentes infecciosos foi negativa.
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Tabela 3 - Coeficientes de correlagdo (r) nos trés grupos analisados nos
segmentos toracico e abdominal das areas das camadas intima e
adventicia da aorta, Variaveis correlacionadas: espessamento intimal
vs agentes infecciosos (M.pneumoniae e C.pneumoniae); agentes
infecciosos entre si; area da camada adventicia vs agentes

infecciosos, considerando todos os animais (A+B+C)

Variaveis Correlacionadas

Térax
r (P)

Abdome
r (P)

intima versus MP intima
intima versus MP adventicia
intima versus CP intima

intima versus CP adventicia

0,84(<0,001)
0,77(<0,001)
0,85(<0,001)

0,83(<0,001)

0,92(<0,001)
0,68(<0,001)
0,84(<0,001)

0,83(<0,001)

MP intima versus CP intima

MP adventicia versus CP adventicia

MP intima versus CP adventicia

MP adventicia versus CP intima

0,90 (<0,001)
0,78 (<0,001)
0,86 (<0,001)

0,66 (<0,001)

0,84 (<0,001)
0,73 (<0,001)
0,83 (<0,001)

0,68 (<0,001)

Adventicia versus MP intima

Adventicia versus MP adventicia

Adventicia versus CP intima

Adventicia versus CP adventicia

-0,49(<0,001)
-0,47(<0,001)
-0,48(<0,001)

-0,55(<0,001)

-0,60 (<0,001)
-0,30 (<0,007)
-0,50 (<0,001)

-0,45 (<0,001)

4.3.3 Analise entre perimetro e espessamento intimal

O perimetro externo da aorta na porgao toracica, no grupo A se

mostrou maior do que B e maior do que C, ndao havendo diferenca
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significativa entre os grupos B e C (p=0,015) Teste de Kruskal-Wallis.

(Tabela 2)

No térax, houve correlagdo negativa entre espessamento intimal e
perimetro do vaso nos grupos B (p<0, 001; r=-0,4) e C (p<0,001; r=-0,4). No

grupo A nao houve correlagao (p<0,250; r=0,3). (Grafico3)

No abdome, o teste Kruskal-Wallis detectou uma diferenca
significativa (p<0,001): O grupo A se mostrou maior do que C; ndao houve,

diferenca significativa entre os grupos B e C e B e A (Teste de Tukey).

Também n&o houve correlagdo entre perimetro do vaso e

espessamento intimal nesse segmento.

Grafico 3 - Distribuicdo de valores de mediana em mm? da espessura da placa de
aterosclerose nas porgoes toracica e abdominal e distribuicdo de
mediana em mm do perimetro da aorta nos segmentos toracico e
abdominal

medianas
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4.3.4 Analise da inflamagao nos dois segmentos

Os resultados referentes a semiquantificagao do infiltrado inflamatoério

encontram-se na Tabela 2.

A inflamacédo na placa de aterosclerose do segmento toracico da
aorta mostrou o grupo C maior do que o grupo A e o grupo C maior que o
grupo B, ndo havendo diferenga estatistica entre os grupos A e B (Grafico

4),

O envolvimento da camada adventicia por células inflamatorias
seguiu o mesmo padrao de acometimento na placa. Os trés grupos diferem
entre si de maneira significativa, ndo havendo diferenca significativa entre o

grupo A e B (Grafico 4).

Analisando todos os grupos de coelhos conjuntamente, houve
correlagao positiva entre infiltrado inflamatoério e espessamento da camada

intima. (p<0 001; r=0, 6), assim como com a adventicia (p<0,001; r=0,6).

A inflamacao na placa de aterosclerose do segmento abdominal da
aorta também mostrou C maior que A e C maior que B, ndo havendo

diferenca estatistica entre os grupos A e B (Grafico 4).

Na adventicia houve diferencga significativa entre os grupos (p<0,001),
mas nao entre os grupos A e B e C e B (Grafico 4).

Ainda em relagéo ao segmento abdominal, houve correlagao positiva
entre infiltrado inflamatério e espessamento da camada intima (p<0,001;

r=0,82) e correlagado negativa com a adventicia (p<0,001; r= -0,50).
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Grafico 4 - Distribuicdo de valores de mediana da freqliéncia do grau inflamatério
nas camadas intima e adventicia das porgdes toracica e abdominal
segundo os diferentes grupos estudados
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4.3.4.1 Analise semiquantitativa do infiltrado inflamatério e sua
relagdo com a presencga dos agentes infecciosos nos dois

segmentos

Correlagdes positivas foram obtidas entre o infiltrado inflamatério e a

porcentagem de area positiva para antigenos de MP e CP (Tabela 4).
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Tabela 4 -

Coeficientes de correlagdo (r) nos trés grupos analisados nos

segmentos toracico e abdominal nas camadas intima e adventicia da
aorta. Variaveis correlacionadas: Inflamacgao vs espessamento intimal;
inflamacao vs agentes infecciosos, considerando todos os animais

(A+B+C)
o . . Térax Abdome

Variaveis Correlacionadas r (P) r (P)

Infl intima versus espessamento intima 0,60(<0,001) 0,82(<0,001)
Infl intima versus MP intima 0,68(<0,001) 0,65(<0,001)
Infl intima versus CP intima 0,70(<0,001) 0,65(<0,001)
Infl intima versus MP adventicia 0,52(<0,001) 0,63(<0,001)
Infl intima versus CP adventicia 0,57(<0,001) 0,74(<0,001)
Infl adv versus espessamento intima 0,60 (<0,001) -0,50 (<0,001)
Infl adventicia versus MP adventicia 0,55 (<0,001) 0,58 (<0,001)
Infl adventicia versus CP adventicia 0,68 (<0,001) 0,64 (<0,001)
Infl adventicia versus MP intima 0,70 (<0,001) 0,56 (<0,001)
Infl adventicia versus CP intima 0,68 (<0,001) 0,66 (<0,001)

O Grafico 5 demonstra o aumento proporcional que ocorre entre a

intensidade de infiltrado inflamatorio vs agentes infecciosos.
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Grafico 5 - Distribuicdo de valores de mediana da freqliéncia do grau inflamatério
nas camadas intima e adventicia das por¢des toracica e abdominal e
distribuicdo da porcentagem de area de MP e CP (MP e CP x 10™)
segundo os diferentes grupos estudados
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4.3.5 Analise da fibrose

A porcentagem de area de fibrose na placa no segmento toracico foi

maior no grupo C do que no grupo B (p<0, 001) (Grafico 6).

A porcentagem de area de fibrose na placa no segmento abdominal,
assim como no segmento toracico, foi maior no grupo C do que no grupo B

(p<0, 001) (Gréfico 6).

Na porcentagem area de gordura no segmento abdominal, os valores
do grupo B sado maiores do que os do grupo C (p<0,001). Nesse segmento,

porém, os valores foram maiores do que no segmento toracico.
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Grafico 6 - Distribuicdo de valores de mediana do espessamento intimal,
porcentagem de area de fibrose na placa de aterosclerose e
porcentagem de &rea positiva para MP e CP (MP e CP x 107) nas
por¢cdes toracica e abdominal, segundo os diferentes grupos

estudados
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4.3.6 Analise do colesterol total e fragoes

Os niveis séricos de colesterol, triglicérides, HDL e LDL submetidos
separadamente aos testes Kruskal-Wallis e Dunn apresentaram diferenga

significativa entre os grupos (p< 0,001) (Grafico 7).

Observou-se também alta correlacdo positiva entre as variaveis e

espessamento de placa de aterosclerose e agentes infecciosos (Tabela 5).
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Grafico 7 - Distribuicdo de valores de mediana das dosagens dos niveis séricos

medianas

de colesterol total, triglicérides, HDL e LDL segundo os diferentes
grupos estudados
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Tabela 5 -

Coeficientes de correlacdo (r) nos trés grupos analisados
conjuntamente no segmento toracico nas camadas intima e adventicia
da aorta. Variaveis correlacionadas: a) Colesterol total vs
espessamento intimal; Colesterol total vs agentes infecciosos;
b)Triglicérides vs espessamento intimal, Triglicérides vs agentes
infecciosos; c) HDL vs espessamento intimal, HDL vs agentes
infecciosos, d) LDL vs agentes infecciosos nos segmentos toracico e
abdominal, considerando todos os animais (A+B+C)

Variaveis Correlacionadas Torax Abdome
r (P) r (P)
Col total versus espessamento intima 0,84(<0,001) 0,88(<0,001)
Col total versus MP intima 0,92(<0,001) 0,89(<0,001)
Col total versus CP intima 0,94(<0,001) 0,91(<0,001)
Col total versus MP adventicia 0,67 (<0,001) 0,70 (<0,001)
Col total versus CP adventicia 0,77 (<0,001) 0,89 (<0,001)
Trig versus espessamento intima 0,59 (<0,001) 0,65 (<0,001)
Trig versus MP intima 0,58 (<0,001) 0,58 (<0,001)
Trig versus CP intima 0,53 (<0,001) 0,56 (<0,001)
Trig versus MP adventicia 0,50 (<0,001) 0,60 (<0,001)
Trig versus CP adventicia 0,59 (<0,001) 0,49 (<0,001)
HDL versus espessamento intima 0,74 (<0,001) 0,78 (<0,001)
HDL versus MP intima 0,78 (<0,001) 0,74 (<0,001)
HDL versus CP intima 0,85 (<0,001) 0,78 (<0,001)
HDL versus MP adventicia 0,60 (<0,001) 0,63 (<0,001)
HDL versus CP adventicia 0,74 (<0,001) 0,68 (<0,001)
LDL versus espessamento intima 0,85 (<0,001) 0,87 (<0,001)
LDL versus MP intima 0,92 (<0,001) 0,85 (<0,001)
LDL versus CP intima 0,91 (<0,001) 0,90 (<0,001)
LDL versus MP adventicia 0,66 (<0,001) 0,70 (<0,001)
LDL versus CP adventicia 0,76 (<0,001) 0,87 (<0,001)
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44 COMPARAGAO DA QUANTIFICAGAO MACROSCOPICA DA
GORDURA PELO METODO DE COLORAGAO SUDAN IV NA
SUPERFICIE INTIMAL DA AORTA DOS GRUPOS A,Be C

No segmento toracico, os valores de porcentagem de area
macroscopica de gordura do grupo A, foi menor do que no grupo B, o qual,
por sua vez, foi menor do que no grupo C (p <0,001). Testes Kruskal-Wallis

e Teste de Tuckey para comparagao entre os grupos (Grafico 8). (Figura 6)

Figura 6 - Aortas de coelho mostrando a area de gordura macroscopica da
camada intima (segmento toracico) avaliada por detecgéo de cor
pelo método histoquimico SUDAN V. (A: grupo A, B: grupo B, C
grupo C, aumento 10x)

O segmento abdominal reproduziu 0 mesmo comportamento que o

segmento toracico, com valores mais discretos, onde média do valor de
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macroscopia no grupo C foi maior do que no grupo B, o qual, por sua vez, foi
maior do que no grupo A (p <0,001). Testes Kruskal-Wallis e Teste de Dunn

para comparacgao entre os grupos (Grafico 8).

Grafico 8 - Distribuicdo de valores de porcentagem de area de quantificacdo
macroscopica de gordura corada pelo método SUDAN IV nas porgoes
toracica e abdominal segundo os diferentes grupos estudados
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441 Comparacao da quantificagdo macroscépica da gordura
pelo método de coloragcao Sudan IV entre os segmentos

toracico e abdominal

Os valores da varidavel gordura macroscopica expressa em
porcentagem de area positiva apresentaram-se significativamente
maiores na porg¢ao toracica, tanto no grupo B quanto no grupo C (p<
0,001), ocorrendo uma diferenca significativa entre as variaveis nos

segmentos analisados.

O grupo A apresentou valores proximos de zero.
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Analisando todos os grupos de coelhos conjuntamente, observou-se

correlagdes positivas entre as variaveis macroscopia e quantidade de MP e

de CP, inflamacéao, fibrose, Colesterol total e fragbes (Tabela 6).

Tabela 6 - Coeficientes de correlagao (r) entre a porcentagem de area de gordura
na superficie intimal versus as diferentes variaveis analisadas

microscopicamente nos segmentos toracico e abdominal,
considerando todos os animais (A+B+C)
Variaveis Correlacionadas Torax Abdome
r (P) r (P)

Macro versus espessamento intima
Macro versus MP intima
Macro versus MP adventicia

Macro versus CP intima

0,89(<0,001)
0,90(<0,001)
0,85(<0,001)

0,90(<0,001)

0,92(<0,001)
0,87(<0,001)
0,76(<0,001)

0,88(<0,001)

Macro versus inflamagao intima
Macro versus inflamagao adv
Macro versus fibrose placa

Macro versus col total

0,73 (<0,001)
0,67 (<0,001)
0,58 (<0,001)

0,92 (<0,001)

0,84 (<0,001)
0,65 (<0,001)
0,70 (<0,001)

0,89(<0,001)

Macro versus HDL
Macro versus LDL

Macro versus triglicérides

0,78(<0,001)
0,68(<0,001)

0,58(<0,001)

0,67 (<0,001)
0,63 (<0,007)

0,67 (<0,001)
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4.5 ANALISE DA RAZAO ENTRE QUANTIDADE DE ANTIGENOS DO
MYCOPLASMA PNEUMONIAE VERSUS DE CHLAMYDOPHILA
PNEUMONIAE (MP/CP) NOS GRUPOS A,Be C

Os valores da razdo MP/CP na intima dos grupos A e B foram

significativamente maiores do que os do grupo C (p<0,01). (Tabela 2)

Na adventicia ndo houve diferenga entre os 3 grupos (p=0,51).

(Tabela 2)

No segmento de aorta abdominal, analisando a intima, houve
diferenca estatisticamente significante entre o grupo A e o grupo C (p=0,04),
mas néo entre A e B ou entre B e C. (Tabela 2)

Na adventicia desse segmento, também houve diferenga
estatisticamente significante entre os grupos A e C e A e B, porém sem
diferenca entre B e C. (p<0,01). (Tabela 2)

O gréfico 9 mostra a mediana das porcentagens de area da intima
positivas para MP ou CP, a razdo MP/CP nos 3 grupos, bem como o
espessamento intimal dos mesmos. Como ja relatado anteriormente, houve
uma correlagdo positiva entre quantidade de agentes infecciosos e
espessamento intimal. Vale ressaltar que o espessamento intimal no
segmento toracico ocorre mais precocemente (grafico 9) e isto parece se
acompanhar de um aumento inicial maior dos agentes infecciosos na
adventicia (grafico 10). Na adventicia, a relagdo MP/CP é prdoxima de 1

desde o grupo controle.
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Ao grafico 10 foi acrescentada a medida da lamina elastica externa

caracterizando o perimetro do vaso.

Grafico 9 -

Distribuicdo de valores da andlise da razdo da quantidade de
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51 CONSIDERAGOES INICIAIS

Fatores classicos de risco habitualmente associados ao
desenvolvimento da aterosclerose nem sempre conseguem explicar uma

variabilidade da evolugcédo da doenga que existe entre um individuo e outro.

Hoje, o conceito de que a inflamagdo exerce um papel crucial na
patogenia da aterosclerose (Anderson, 1998; Ross 1999; Libby, 2000;
Aikawa, Libby, 2004) é um consenso. O que causa essa inflamacao é a

questdo que permanece.

A infeccado por agentes infecciosos, principalmente a C. pneumoniae
tem sido progressivamente aventada como possivel fator colaborador no
processo de aterogénese. Nessa linha de raciocinio, agentes infecciosos
exerceriam efeitos através da inducdo de resposta inflamatéria local ou
sistémica ou ainda um processo autoimune (Ericson, 2000; Grayston, 2000).
Ou seja, o risco de se desenvolver maior ou menor aterosclerose estaria
relacionado com a quantidade de patdgenos a que o individuo é exposto,
havendo alta chance de que varios patégenos possam estar relacionados
(Zhu et al., 2000). Um dos mecanismos de agao seria que patdgenos
possam exercer efeitos lesivos diretos na parede do vaso, induzindo a

formagdo de células xantomatosas por macrofagos e/ou efeitos indiretos
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consequentes a uma resposta imune exacerbada (Kalayoglu, 1998; Ross,

1999).

Higuchi et al. (2000a; 2000b; 2003), Ericson et al. (2000) e de Vink et
al. (2001) demonstraram agentes infecciosos nas placas, analisando lesdes
graves em pacientes humanos. No entanto, esses estudos ndo conseguiram
afastar a possibilidade de que o ambiente da placa, rico em colesterol e
outros ingredientes, seja apropriado para colonizagao secundaria de agentes
infecciosos. Ou seja, os agentes infecciosos seriam habitantes passivos da
placa e nao indutores de aterogénese. Assim é de fundamental importancia
verificar se os agentes infecciosos estdo presentes na origem do
desenvolvimento da placa aterosclerética e para isso o ideal é a utilizagao de
um modelo experimental que reproduza com bastante semelhanga a doencga

humana.

E sabido que os coelhos ndo apresentam aterosclerose espontanea e
sao altamente responsivos a intervengdo com alimentagdo rica em
colesterol. Desta forma, vém sendo utilizados para o entendimento dos
eventos sequenciais, desde a formagdao até a fase complicada da

aterosclerose (Jawien, 2004).

Estudos com animais também demonstraram o papel patofisiolégico
da infeccdo por C. pneumoniae e o desenvolvimento de lesbes
ateroscleréticas em coelhos infectados com esse agente (Fong et al., 1997),

reforcando a hipétese de um papel ativo na doenca.
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5.2 NOSSOS ACHADOS

O nosso estudo teve como objetivo fundamental verificar se os
agentes infecciosos M. pneumoniae e C. pneumoniae sao habitantes
comuns, nao patogénicos da parede da artéria aorta nos segmentos toracico
e abdominal dos coelhos e proliferam na presenca de colesterol,
conjuntamente com o desenvolvimento de inflamagao da parede do vaso e
formagao da placa ateroscleroética. Caso isto seja comprovado, consistira em
um forte argumento adicional a favor de um papel patogenético desses

agentes na patogenia da aterosclerose.

5.2.1 Quantidade de agentes infecciosos versus intensidade de

espessamento intimal

O presente trabalho demonstrou a presenca de pequena quantidade
de antigenos da C. pneumoniae e M. pneumoniae na aorta de todos os
animais controles, e em maior quantidade nos animais alimentados com

dieta rica em colesterol.

Esses dados coincidem com estudos realizados em humanos
demonstrando alta prevaléncia de anticorpos contra C. pneumoniae em
adultos de diferentes paises (Belland, 2004). Titulos elevados desses
anticorpos nao sdo comuns em individuos com menos de 5 anos de idade,

mas na idade de 20 anos a soropositividade fica acima de 50% (Grayston,
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2000), nao havendo restricdo geografica e as reinfecgdes ocorrem com certa

freqUéncia.

No presente estudo encontramos de 100% de prevaléncia da infec¢ao
por pequena quantidade de M. pneumoniae e C. pneumoniae na parede da
aorta dos animais do grupo controle, isentos placas ateroscleréticas. Com
esse achado, a hipdtese de que esses agentes poderdao, na presenca de
colesterol proliferar e favorecer o surgimento de placas de ateroma torna-se

viavel.

Por outro lado, ndo houve maior quantidade de antigenos do M.
pneumoniae ou da C. pneumoniae na intima da aorta toracica do que na
porcdo abdominal que justificasse a maior intensidade de aterosclerose
naquela regido. Dois fatores adicionais devem ser lembrados: 1) Shear
stress ou forca de cisalhamento maior na regido pds crossa da aorta,
definido como uma forga tangencial sobre a superficie endotelial produzida
pela friccao do fluxo sanguineo, é reconhecido como de grande importancia
nos eventos hemodindmicos (Dobrin, 1995; Chien, 1998; Jiang, 2000;
Dobrin, 2001), vindo a contribuir com a génese e com a progressdo da
aterosclerose (Jones, 1990; Fatouraee, 1998; Jiang, 2000; Paszkowiak,
2003). Na regido pos crossa da aorta, ha um fluxo ndo laminar. Esse fluxo
promove mudangas na estrutura do endotélio (Chien, 1998; Stéphanie, 1998;
Jiang, 2000), migracao de células musculares lisas (Dardik, 2005), aumento
das moléculas de adesdao e estado inflamatério da parede vascular.
(Bharadva,j 1982; Kim, 1989; Mcintyre, 1992; Cunningham, 2005). Nesse

contexto, a regido da aorta toracica estudada por nds estaria submetida a
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um shear stress aumentado, o que também favoreceria a adesao de agentes
infecciosos e sua penetragdo no interior da placa. 2) a pressao vascular no
inicio da aorta descendente deve ser maior do que na por¢cédo abdominal, o
que também, caracteriza um fator aterogénico em intima relacdo ao

desenvolvimento de shear stress (Zarins, Glagov, 1988, Fatouraee, 1998).

Por outro lado, observamos na adventicia, resultados diferentes em
relacdo a intensidade de infecgado. Ou seja, encontramos maior quantidade
de M.pneumoniae e de C.pneumoniae na adventicia da aorta toracica do
que na aorta abdominal. Esses achados coincidem com os estudos de Vink
et al, 2001, que por meétodo de imunohistoquimica encontraram uma
quantidade estatisticamente significante de C. pneumoniae na adventicia em
relagao a placa, sugerindo que o vasa vasorum na adventicia possa ser uma
via de passagem de mondcitos infectados com agentes infecciosos para as
lesdes aterosclerdticas. Varios trabalhos tém mostrado que a adventicia tem
papel fundamental na aterogénese (Vink 2001; Pasterkamp 2003, Moos,

2005).

Moreno e Fuster, 2004, afirmam que a formacgao da placa depende de
uma neovascularizacédo vinda da adventicia estendendo-se para a base da
placa. A origem da neovascularizagao aterosclerética foi elucidada por
Kumamoto e colaboradores, que estabeleceram uma comunicagdo da
neovascularizagdo com o vasa vasorum da adventicia em 97% dos

microvasos da placa (Kumamoto et al.,1993).

Esses mesmos autores (Moreno, Fuster, 2002), observaram auséncia

de infiltrado inflamatério em placas ateromatosas recentes; por outro lado
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encontraram, por caracterizagdo histologica, de 22% a 69% de inflamagéo

em placas ateromatosas avangadas e em 79%de placas rotas.

Trabalhos prévios realizados no InCor mostraram correlagao positiva,
entre intensidade de inflamacdo e quantidade de células infectadas por
C. pneumoniae na adventicia de segmentos coronarianos com placa rota e
que, a inflamagao na adventicia € maior do que na intima (Higuchi, 2003).
Assim, a presenga de maior quantidade de agentes infecciosos na
adventicia da regido toracica poderia contribuir para explicacdo da maior

intensidade de aterosclerose nessa regiao.

A maior parte dos investigadores sobre a presenca de C. pneumoniae
na aterosclerose tém como foco principal a placa de ateroma, sendo a
adventicia pouco explorada. Em artérias aterosclerdticas, a localizagao de
monadcitos/macréfagos que podem servir de porta de entrada para a
disseminagdao de microoganismos (Kuo, 1993; Campbel, 1995; Moazed,
1997), ndo esta limitada a placa aterosclerética. Na adventicia essas células
sao frequentemente encontradas (Laine,1999). Portanto, estudos incluindo-a
poderiam colaborar com o esclarecimento do papel da C. pneumoniae e

outros agentes na aterosclerose.

A literatura tem mostrado resultados bastante diversos quanto a
prevaléncia da C. pneumoniae nas artérias coronarias humanas, em parte
devido a diferengca de metodologia utilizada. Kuo et al. (1993a e 1993b)
encontraram, por uma série de estudos soroepidemiolégicos, resultados
significativos de niveis séricos de anticorpos contra C. pneumoniae (87%)

em pacientes com aterosclerose. Shor e colaboradores (1999) obtiveram
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resultados de 71% por imunohistoquimica. Phillips et al, 2000, por

microscopia eletrénica encontraram valores préximos de 50%.

No trabalho acima referido realizado no InCor, antigenos de C.
pneumoniae foram demonstrados, por imunohistoquimica, na adventicia e
na intima de coronarias de todos os pacientes que faleceram de infarto
agudo do miocardio em muito maior quantidade (Higuchi et al., 2003)
comparativamente as placas estaveis do mesmo individuo. A
imunohistoquimica se mostrou método confiavel para a quantificacdo de
C.pneumoniae em comparacdao com PCR real-time, onde Mygind e
colaboradores (2001) verificaram uma alta correlagdo entre o método de
imunohistoquimica e o PCR-real time para a quantificacdo de C.pneumoniae

em animais de experimentag¢ao, contrariando alguns trabalhos prévios.

Micoplasmas atuam desequilibrando o sistema imunoldgico,
favorecendo com isso, a proliferagdo de outros agentes infecciosos

(Gabridge, 1971; Henderson, 1996; Razin, 2002 ).

Higuchi et al. (2003) encontraram células co-infectadas por M.
pneumoniae e C. pneumoniae nas placas ateroscleréticas rotas de artérias
coronarias e propuseram que uma possivel interagdo entre essas bactérias
favoreceria a proliferagdo de ambos os agentes infecciosos, tendo papel
fundamental no desenvolvimento da placa instavel. Baseando-se nos
achados do trabalho acima citado, Momiyama et al. (2004) mostraram
resultados em relagcdo a niveis séricos de anticorpos que reforcam a
hipotese de interacdo entre ambos os agentes infecciosos: Eles estudaram

soropositividade de M. pneumoniae em pacientes com e sem doenga
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coronariana; a diferenca foi bastante significante quando separaram
somente os individuos com soropositividade para C. pneumoniae. Nesse
grupo, houve maior prevaléncia de soropositividade também para M.
pneumoniae nos individuos com doenga coronariana (17%), quando
comparado aos sem doenga coronariana (5%). Somente a soropositividade
para C. pneumoniae nao foi deferente entre pacientes com e sem doenca
coronariana, sugerindo que a co-infecgdo por esses agentes pode ser um

importante co-fator dessa enfermidade.

O Mycoplasma pneumoniae, € uma bactéria conhecida como o menor
microorganismo auto-replicante, tendo caracteristicas peculiares como a
necessidade de colesterol para a formagao de sua membrana. Em meio de
cultura, é sabido, que esse agente necessita da adigdo do colesterol ao meio
para sua sobrevivéncia (Razin et al., 1998). No presente trabalho
observamos que coelhos sao frequentes portadores de baixo nivel de

infeccao crbénica por M.pneumoniae na parede da aorta.

A alta correlagao positiva desses microorganismos com o aumento do
espessamento da camada intima ocorreu tanto no segmento toracico quanto
no segmento abdominal, juntamente com o proporcional desenvolvimento de
inflamacao, reforcando a hipotese de que esses agentes infecciosos estao
relacionados com diferentes intensidades evolutivas da doenca

aterosclerotica.

M. pneumoniae tem a caracteristica de induzir aumento de secregao
de citocinas pelas células inflamatorias (Pietsch et al., 1994). Seus

subprodutos, como as lipoproteinas, sao potenciais ativadores de
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macrofagos (Brade et al, 1999) que hoje se sabe é passo fundamental no

desencadeamento e controle da inflamacgao crénica (Yan, 2005).

A agao do micoplasma na patogenia da aterosclerose possivelmente
tem relacdo com cronicidade e persisténcia da infecgdo, possivelmente
interferindo na capacidade de reconhecimento do sistema imunoldgico.
Assim, o estudo experimental tem de levar em conta este aspecto de
cronicidade. Infecgao aguda por M.pneumoniae com indugao de fendbmenos
agudos de aterosclerose em camundongos LDL KO ndo levou a
agravamento da aterosclerose, mas a infec¢cao pela C. pneumoniae sim.

(Hauer et al., 2006).

5.2.2 Diferengas entre os segmentos toracico e abdominal da aorta

quanto a infecgao e remodelamento vascular

Na patogenia da aterosclerose, uma pergunta que permanece nao
resolvida € o porque algumas placas evoluem para instabilidade e outras
permanecem estaveis, em um mesmo individuo. A C. pneumoniae tem sido
bastante relacionada a eventos isquémicos agudos. Por outro lado, a placa
vulneravel se relaciona com remodelamento positivo e maior inflamagao,
principalmente na adventicia (Zarins, Glagov, 2001; Meyerson, 2001;

Wentzel, 2005).

No presente trabalho, observamos caracteristicas distintas em relacao
ao desenvolvimento de aterosclerose entre os segmentos toracico e

abdominal da aorta, esta com menos tendéncia a desenvolver capa de
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fibrose, aspecto este fundamental na estabilizacdo da placa. Trabalho de
Gois e colaboradores (2006) revela que antigenos de M.pneumoniae (MP) e
C.pneumoniae (CP) estao presentes em lesbes ateroscleréticas iniciais da
aorta humana e que a maior razdo MP/CP tende a proteger o acumulo de
placas na porgcdao subendotelial por macréfagos xantomatosos, o que é
acompanhado de mais fibrose e fatores de crescimento. Neste sentido, o
presente trabalho confirma este achado, pois nos segmentos de aorta
controle sem aterosclerose, e nos segmentos do grupo 8 semanas de dieta
rica em colesterol do abdome, onde o espessamento intimal € discreto, a
relacdo MP/CP tende a ser maior do que 2. Ja nos segmentos onde ha
maior espessamento intimal (grupo com 12 semanas de dieta rica em

colesterol), a relacdo MP/CP tende a 1.

Aspecto bastante interessante é o revelado pelo estudo da adventicia
e a presengca desses agentes infecciosos. No segmento toracico,
diferentemente do segmento abdominal, a relagdo MP/CP na adventicia é
proxima de 1 no grupo no controle e grupo B, ou seja, favorecendo o
crescimento da placa. Isto pode ter um papel, além do shear stress ja
abordado anteriormente, no maior espessamento intimal. Este € um dado
novo que pode melhor explicar o porqué da adventicia ter importancia no

desenvolvimento da aterosclerose, conforme discutido previamente.

Os nossos dados ndo sao conclusivos, mas levantam a hipdtese de
que os agentes infecciosos MP e CP, e a quantidade dos mesmos ocorrendo
na adventicia previamente ao desenvolvimento da placa, pode influenciar na

velocidade da progressao da aterosclerose e de suas complicagdes, em
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paralelo com outros fatores como o colesterol aumentado no sangue e o

shear stress.

No nosso estudo n&o tivemos nenhum segmento de aorta com placas
rotas. Talvez pelo pouco tempo de evolugdo maxima estudada (12 semanas
de dieta com colesterol). Gois e colaboradores (2006) realizaram estudo de
aorta humana onde estudou lesdes iniciais e mostrou que a presenga de
maior propor¢ao de M.pneumoniae em relagdo a C.pneumoniae esta

relacionada a menor aterogénese.

5.2.3 Inflamacgao, Fibrose e macroscopia

Na aterogénese, além da espessura da camada intima (Ross, 1993),
fatores responsaveis pela migracdo e proliferacdo de células musculares
lisas como fatores de crescimento, citocinas liberadas por células
endoteliais, mondcitos, macréfagos, linfécitos T e plaquetas, estdo
aumentados devido a uma interagao sinérgica entre eles. Dentre os agentes
infecciosos estudados, a Chlamydophila pneumoniae € 0 microorganismo
mais relacionado a aterosclerose; mais pela deteccao in situ nos ateromas

do que por niveis de anticorpos no soro (Podsiadly, 2005).

Nosso estudo n&do analisou niveis de anticorpos no sangue, mas sim a
quantificacdo de antigenos infecciosos nas placas. Os nossos resultados
mostraram que a intensidade de inflamacado se correlaciona positivamente
com a quantidade de agentes infecciosos na placa e na adventicia da aorta,

considerando todos os animais em conjunto, ou seja, com e sem dieta rica
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em colesterol. Ja, a analise dos grupos em separado mostrou que o grupo
com maior tempo de dieta rica em colesterol apresentou significativo
aumento de inflamacéo na placa, bem como maior quantidade de agentes

infecciosos e de espessamento intimal na parede da aorta.

A presencga de maior intensidade de infiltrado inflamatério e de menor
fibrose tem sido relacionada ao desenvolvimento de placas instaveis (Ross,

1999; Bezerra, 2001).

O estudo de lesdes ateroscleréticas iniciais em aorta ascendente
humana de pacientes com aterosclerose sistémica grave mostrou que o
acumulo progressivo de macrofagos no espago subendotelial ocorre quando
ha maior relacdo de C.pneumoniae em relagdo ao M.pneumoniae, o0 que se
acompanha também de maior inflamagao no local (Gdis, 2006; Higuchi,

2006).

Investigando a area da adventicia, observamos que a correlagdo do
espessamento da mesma com os agentes infecciosos nos dois segmentos,
quando ocorreu foi negativa. A analise qualitativa indica que isso é devido a
uma diminuicdo da porcédo de tecido adiposo dessa camada e aumento da

porcao de fibrose.

Em relacdo a porcentagem de fibrose, a placa no segmento
abdominal mostrou-se significativamente menor do que a abdominal
sugerindo que nessa regiao as placas podem evoluir para mais instabilidade

do que as do segmento toracico. Os aspectos associados a ruptura da placa
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aterosclerdtica incluem um centro lipidico rico, capa fibrética fina e

inflamacao progressiva (Moreno, 2002).

Resultado interessante foi o do estudo da macroscopia que mostrou
um progressivo aumento na porcentagem de area ocupada por gordura em
toda a superficie intimal da aorta, na mesma proporgao que o aumento da
espessura da placa verificado na histologia. Isto significa que o crescimento
da placa ocorre proporcionalmente na extensado da superficie da aorta e na
espessura da mesma. Estes resultados sao importantes também no sentido
de validagao da analise microscopica, em que os resultados de um unico
segmento transversal, seja da aorta abdominal, seja da aorta toracica,
mostram proporcdo de crescimento da camada intima semelhante a

expansao macroscopica.

Outros dados que se correlacionaram positivamente com os agentes
infecciosos foram os niveis plasmaticos de colesterol total e suas fragdes.
Vale ressaltar que nos coelhos as lesbes s&do mais ricas em gordura e em
macrofagos do que nas placas humanas (Jawien, 2004), talvez pelo pouco
tempo de seguimento do experimento e pela intensidade de administragéao

da dieta enriquecida com o colesterol.
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A alimentagao rica em colesterol levou ao aumento da intensidade de
antigenos de Mycoplasma pneumoniae e Chlamidophila pneumoniae
presentes na camada intima da aorta de coelhos, em correlagdo com o
aumento da espessura intimal e a inflamagao na parede do vaso, favorecendo
de forma intensa a hipétese de que esses agentes infecciosos tém papel

importante na aterogénese.

A presenca antigenos de Mycoplasma pneumoniae e Chlamidophila
pneumoniae em pequena quantidade nos animais controles reforca a idéia de
que esses microorganismos sao habitantes usuais de mamiferos e que fatores
de risco como o colesterol induzem sua proliferagdo e o desenvolvimento da

aterosclerose.

Outros fatores como shear stress e pressao arterial devem participar na
explicacdo de maior intensidade de aterosclerose no inicio da aorta toracica
descendente do que na porgcdo abdominal, pois a quantidade de agentes
infecciosos nessa regido nao foi maior do que na por¢gao abdominal, nos

animais do grupo controle.

O remodelamento negativo e a maior fibrose no segmento toracico do
que no segmento abdominal sugerem que as placas na porgédo toracica

podem evoluir para estabilidade.
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