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Validacdo da predicdo de um modelo para inducdo da aterosclerose e

comprometimento hepato-renal em ratos Wistar fémeas

RESUMO
As abordagens terapéuticas para o tratamento da aterosclerose mudaram radicalmente nas
ultimas décadas. Parte desse avango é inegavelmente decorrente de pesquisas biomeédicas
basicas que proporcionaram uma melhor compreensdo e identificagdo de novos alvos
terapéuticos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um modelo para induzir aterogénese e
insuficiéncia hepato-renal em ratas Wistar. Os seguintes grupos receberam os respectivos
tratamentos por 60 dias: animais controle, ratas ndo ovariectomizadas que receberam dieta
aterogénica (NEAD), ratas ovariectomizadas que receberam dieta aterogénica (NOAD), ratas
ndo-ovariectomizadas que receberam dieta aterogénica e Nw-Nitro-L-arginina metil éster
hidrocloro via oral (L-NAME; LEAD) e ratas ovariectomizadas que receberam dieta
aterogénica e L-NAME pela via oral (LOAD). A dieta aterogénica foi composta de 64,4% de
dieta basal, 0,5% colesterol, 0,1% de colato de sodio, 5% sacarose, 5% de banha de porco, 5%
de gordura vegetal hidrogenada e 20% de gema de ovo liofilizada. Os animais dos grupos
NEAD, NOAD, LEAD e LOAD também receberam metimazol (2mg/Kg) diariamente e
colecalciferol (700.000 U/Kg) a cada dois dias. Parametros urinarios, biogquimicos,
hemodinamicos e eletrocardiogréaficos foram avaliados. Amostras do figado, coracdo, rim e
artérias foram coletadas para investigar o estado redox e realizar andlises histopatoldgicas.
Todos os grupos desenvolveram dislipidemia e esteatose hepatica. Somente o grupo NEAD
desenvolveu lesdes arteriais compativeis com estrias gordurosas. A funcdo renal foi
significativamente comprometida nos grupos LEAD e NOAD. Estes resultados indicam uma

alternativa vidvel para induzir aterogénese e comprometimento hepato-renal em ratos fémeas.

Palavras-chave: Aterogénese. Dislipidemia. Esteatose hepética. Ensaio pré-clinico, DCV.



Development of a Predictive Model to Induce Atherogenesis and Hepato-

Renal Impairment in Female Rats

ABSTRACT
Therapeutic approaches for the treatment of dyslipidemia and atherosclerosis have radically
changed in recent decades. Part of this advance undeniably stems from basic biomedical
research that has provided a better understanding and identification of new therapeutic targets.
The aim of this work was to develop a model to induce atherogenesis and hepato-renal
impairment in female Wistar rats. The following groups received the respective treatments for
60 days: control animals, non-ovariectomized rats that received an atherogenic diet (NEAD),
ovariectomized rats that received an atherogenic diet (NOAD), non-ovariectomized rats that
received an atherogenic diet and oral Nw-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-
NAME; LEAD), and ovariectomized rats that received an atherogenic diet and oral L-NAME
(LOAD). The atherogenic diet was composed of 64.4% standard diet, 0.5% cholesterol, 0.1%
sodium cholate, 5% sucrose, 5% lard, 5% hydrogenated fat, and 20% egg powder. Animals in
the NEAD, NOAD, LEAD, and LOAD groups also received methimazole (2mg/Kg) daily and
cholecalciferol (700.000 U/Kg) each two days, divided in four injection intraperitoneal route.
Urinary, biochemical, hemodynamic, and electrocardiographic parameters and renal function
were assessed. Samples of the liver, heart, kidney, and arteries were collected to investigate
redox status and perform histopathological analyses. All of the groups developed dyslipidemia
and hepatic steatosis. Only the NEAD group developed arterial lesions that were compatible
with fatty streaks. Renal function was significantly impaired in the LEAD and NOAD groups.
These results indicate a viable alternative to induce atherogenesis and hepato-renal impairment

in female rats.

Keywords: Atherosclerosis. Dyslipidemia. Hepatic steatosis. Kidney failure.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, as doencgas cardiovasculares possuem uma prevaléncia global de
aproximadamente 30%. S&o as principais causas de mortes no mundo, segundo dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2017). Grande parte dessas doencgas, além de
serem influenciadas por fatores genéticos, sdo diretamente catalisadas por fatores ambientais,
como habitos alimentares e comportamentais incluindo tabagismo, alcoolismo e sedentarismo.
De fato, os fatores supracitados sdo a principal causa de quadros patolégicos como a hipertenséo
arterial sistétmica (HAS) e a dislipidemia, que se ndo tratados adequadamente podem
desencadear quadros mais graves como a aterosclerose (AMBROSE; BARUA, 2004;
KANNEL, 1996).

A aterosclerose € uma condi¢do multifatorial, caracterizada pelo depdsito de gordura na
camada intima de artérias de médio e grande calibre. Geralmente, estd associada com um
quadro de inflamacao cronica formado devido a pequenas lesfes no endotélio arterial (L1 et al.,
2014; PETERS et al., 2012). O principal fator desencadeante dessa condi¢édo € a dislipidemia,
sendo a molécula chave dessa doenga as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (ADAM et
al., 2008). O deposito dessas moléculas na camada intima dos vasos seguido de sua oxidacao
(LDLox), desencadeia um processo inflamatério local (HU et al., 2016b). Moléculas de adeséao
incluindo a molécula de adeséo intracelular (I-CAM 1) e a molécula de adesao vascular (V-
CAM 1) comecam a serem expressas no endotélio dos vasos, geralmente por acdo de
interleucinas (IL-1 e IL-6), permitindo dessa forma a migracdo de mondcitos para o sitio da
lesdo (GISTERA; HANSSON, 2017).

Uma vez na regido infiltrada os macréfagos fagocitam as LDLox, formando as células
espumosas que se depositam no local. Paralelamente a formacéo das células espumosas ocorre
a migracdo de células musculares lisas, que sofrem divisdo celular irregular mediadas pelo
processo inflamatorio. Nos quadros mais avangados da doenca o nlcleo da placa é constituido
de uma matriz necrética, composta por restos celulares (decorrentes da apoptose das células
espumosas) e cristais de colesterol (GISTERA; HANSSON, 2017; NAGHAVI et al., 2003).
Nesses casos, a chance de ocorrer ruptura da placa e exposicdo de material trombogénico na

corrente sanguinea é alta, o que pode consequentemente ocasionar a formagao de trombos em
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artérias encefélicas ou coronérias, levando a quadros como a acidente vascular encefélico
(AVE) ou o infarto agudo do miocardio (IAM), respectivamente (KUBO et al., 2007).

Além dos quadros vasculares, a dislipidemia também €& um importante fator
desencadeante de outras condi¢des patoldgicas, como o diabetes mellitus, a obesidade e quadros
de esteatose hepética e alteracdes da funcédo renal. A esteatose hepética é a forma primaria da
doenca hepética gordurosa ndo alcodlica, e pode levar a quadros mais sérios em longo prazo,
incluindo a cirrose hepatica (BROWNING; HORTON, 2014; FARRELL; LARTER, 2006). A
formacéo de placas de ateroscleréticas podem ocorrer em qualquer veia ou artéria, dentre eles
a artéria renal, levando a uma reducdo de perfusdo sanguinea nessa regido, uma das
consequéncias mais graves é o quadro de insuficiéncia renal crénica (LUCZAK et al., 2015).

Diversas manobras terapéuticas tém sido estudadas e desenvolvidas nos Gltimos anos
com a finalidade de contornar tais condi¢cdes. Para que isso ocorra, € de extrema importancia
que se entenda a patofisiologia da doenga e como ela vai se comportar diante de novos
tratamentos (LEONG; NG; JAARIN, 2015). Prévio ao teste em humanos, faz se necessario a
adocdo de modelos animais de forma a testar a eficacia de novos tratamentos. No entanto, uma
das barreiras encontradas na utilizacdo dos modelos experimentais € a reproducdo exata da
condi¢do humana nos modelos animais utilizados. De fato, alguns modelos séo eficazes e de
facil reproducéo, outros sdo mais complexos e de dificil reprodutibilidade (KAPOURCHALI
etal., 2014).

Grande parte dos modelos animais para a inducdo e estudo da aterosclerose utilizam,
além de uma dieta rica em colesterol, a manipulacdo genética, afetando diretamente as vias de
transporte e metabolizacdo do colesterol (XIANGDONG et al., 2011). As espécies mais
utilizadas para a inducdo da aterogénese variam desde lagomorfos (coelhos) até pequenos
roedores (ratos, hamsters e camundongos). No entanto, a utilizacdo de roedores € menor, se
comparado com os lagomorfos, dado ao metabolismo acelerado do animal e a capacidade de
reverter condigdes patogénicas de forma rapida, principalmente associadas ao sistema
cardiovascular (GETZ; REARDON, 2012; KAPOURCHALI et al., 2014). Nestes a maioria séo
modelos murinos genéticos.

Os modelos genéticos mais utilizados sdo de camundongos (Mus musculus) knockout
para o gene que expressa a Apolipoproteina E (apoE-/-) ou animais knockout para o receptor de
LDL (LDLR-/-). No entanto, apesar da velocidade e acuracia com que esses modelos
desenvolvem a doenca, eles ndo apresentam especificidade quanto ao desenvolvimento da

enfermidade da forma como ocorreria em humanos, sendo esta uma importante justificativa
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para o desenvolvimento e utilizacdo de modelos ndo genéticos de roedores para o estudo da
doencga (EMINI VESELI et al., 2017; XIANGDONG et al., 2011).

Outro ponto a ser levado em consideracdo € o género de cada espécie, onde a maior
parte dos estudos biomédicos adotam animais machos em decorréncia de uma série de fatores,
sendo o principal o fator hormonal (CLAYTON, 2018; ZUCKER; BEERY, 2010).
Principalmente quando o alvo de estudo sdo as doencas cardiovasculares, ja é bem difundido o
conhecimento de que o estrogénio, principal hormonio sexual feminino, possui atividade
cardioprotetora. De fato, estudos mostram que o estrogénio é capaz de reverter ou prevenir a
evolucdo de varias doencas cardiovasculares, principalmente devido a alta capacidade
antioxidante dessa molécula (MANSON et al., 2002). No entanto, as mulheres apds o climatério
se tornam o principal grupo de risco para essas doencas. Apesar disso, 70% dos estudos
envolvendo essas patologias adotam machos como modelos animais, 0o que se torna algo
preocupante, pois existem varios estudos que mostram importantes diferencas farmacocinéticas
e farmacodindmicas entre organismos femininos e masculinos (BEERY; ZUCKER, 2011,
CLAYTON, 2018; ZUCKER; BEERY, 2010).

Assim, a associagdo entre os multiplos fatores de risco envolvidos (dieta, sexo, fatores
ambientais, manipulacdo farmacolégica e condi¢bes patofisiolégicas associadas) no
desenvolvimento e evolucdo da doenca, e a escassez de modelos experimentais utilizando
fémeas, permite conjecturarmos a proposta de uma alternativa plausivel para mimetizar as
condicdes observadas em humanos. Dessa forma, o principal objetivo deste trabalho foi
desenvolver um modelo preditivo de aterogénese e comprometimento hepato-renal em ratos
Wistar fémeas, no qual também foi avaliado o impacto do estradiol e do oxido nitrico (NO) no

desenvolvimento destas condiges.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencas cardiovasculares (DCVs)

As DCVs sdo um conjunto de condigdes patogénicas que afetam o coragéo e o sistema
vascular, dentre elas a doenca coronariana, cerebrovascular, arterial periférica, cardiaca
reumatica, trombose venosa e embolia pulmonar (OMS, 2017). Tais enfermidades podem ser
ocasionadas por fatores ambientais como o tabagismo, alcoolismo, sedentarismo e habitos
alimentares inadequados, e os fatores genéticos, que vao influenciar diretamente o surgimento
de catalisadores das doencas, tais como como a hipertensdo arterial sisttmica (HAS), as
dislipidemias, a obesidade e o diabetes mellitus (AMBROSE; BARUA, 2004; KANNEL,
1996). As DCVs, dentre as enfermidades cronicas ndo transmissiveis, sdo a principal causa de
mortalidade e morbilidade, com prevaléncia estimada em 30% a nivel mundial (PETERS et al.,
2012; OMS, 2017). Segundo a OMS, é estimado que somente em 2015, 17,7 milhdes de pessoas
tenham morrido vitimas dessas comorbidades (OMS, 2017).

O impacto econémico da cardiomiopatia isquémica, como forma mais prevalente das
doencas cardiovasculares, é superior a 100 bilhdes de délares anualmente. Além disso, quase
1/3 das mortes sdo prematuras, sendo as vitimas com idade inferior a 75 anos de idade. Assim,
essas enfermidades também possuem importantes consequéncias econémicas adicionais pelos
anos de produtividade perdidos (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013)

2.2 Aterosclerose

Dentre as condig¢des que levam ou agravam as DCVs destaca-se a aterosclerose. A
doenca é considerada uma condi¢do multifatorial que atinge artérias de grande e médio calibre,
podendo levar a casos graves de IAM e AVE (LIBBY, 2006; PETERS et al., 2012; STOGER
et al., 2012). E definida como multifatorial devido a um conjunto de fatores atuando
simultaneamente, sendo um dos principais desencadeante a dislipidemia. No entanto, outros
fatores como o estresse oxidativo e o processo inflamatério cronico atuam de forma substancial
na formacéo das placas de ateroma (LI et al., 2014; PETERS et al., 2012).

O quadro de aterosclerose é desencadeado quando ocorre um desajuste entre as
lipoproteinas presentes na corrente sanguinea. Neste caso o risco se da no momento em que ha

niveis maiores de LDL - popularmente conhecida como ‘colesterol ruim’ - e uma baixa nos
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niveis séricos de lipoproteinas de alta densidade (HDL), da mesma forma conhecido como
‘colesterol bom” (ADAM et al., 2008; HU et al., 2016b). Essa condic¢éo associada a um quadro
de HAS, por exemplo, ocasiona pequenas lesdes no endotéelio dos vasos, permitindo que as
LDL sejam depositadas na camada intima dos vasos. Uma vez presente nessa regido, tais
macromoléculas passam por um processo de oxidacéo, sendo convertidas em LDLox que vdo
desencadear um processo inflamatério local (GISTERA; HANSSON, 2017; HU et al., 2016b).
A retencdo dessas macromoléculas no subendotélio, incita a expressdo de moléculas de adesédo
como a VCAM-1 no endotélio, permitindo que mondcitos migrem para a area, e permeiem até
alcancar as moléculas oxidadas. A partir dai, os macréfagos recém diferenciados induzidos
pelos fatores de estimulacdo de coldnias de macréfagos e macrofago-granulécito (M-CSF e
GM-CFS), iniciam o processo de fagocitose dessas moléculas, através da expressdo de
receptores Scavenger que se ligam as LDLox e as fagocitam. Assim, os macrofagos séo
convertidos em células espumosas que comegcam a se acumular na camada intima dos vasos,
dando inicio a formago das placas aterogénicas (Figura 1) (GISTERA; HANSSON, 2017).
Além disso, tais células comecam a expressar IL-1pB, que além de induzir a proliferacdo de
células musculares lisas (CML), fazem com que estas expressem IL-6 na corrente sanguinea,
que ao atingir o figado, elevam a expressdo de proteina C-reativa (PCR) (DUEWELL et al.,
2010; LOPPNOW; LIBBY, 1990; MAIER et al., 2005).
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Figura 1. Mecanismos imunolégicos de formacdo das placas de ateroma. A retencdo de LDL
na camada intima inicia o desenvolvimento da aterosclerose. O acumulo subendotelial de
lipoproteinas leva a regulacdo positiva de moléculas de adesdo na superficie endotelial e ao
recrutamento de mondcitos a lesdo em formacdo. Mondcitos transmigram para 0 espago
subendotelial e diferenciam-se em macré6fagos em resposta ao fator estimulador de col6nias de
macrofagos (M-CSF) e fator estimulador de colénias de granulécitos-macréfagos (GM-CSF)
produzido pelas células endoteliais. As células do mdsculo liso também podem
transdiferenciar-se em células do tipo macréfago. A captacdo de lipoproteinas mediada por
receptor de sequestrador por macréfagos leva a formacao de células espumosas. Os cristais de
colesterol se formam nessas células e ativam o inflamassoma da proteina 3 contendo 0s
dominios NACHT, LRR e PYD, resultando na liberacdo de IL-1B, que estimula as células
musculares lisas a produzir IL-6. Tanto a IL-1p quanto a IL-6 exercem efeitos pro-
inflamatdrios. Além disso, a IL-6 circulante pode sinalizar para o figado para produzir proteina

C reativa (PCR). Os niveis desse biomarcador sdo aumentados em pacientes com doenca

As células espumosas, tal qual as CML possuem a capacidade de producdo de

proteinases degradadoras de matrizes, que vao aumentar as chances de ruptura da placa
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aterosclerdtica (LIBBY; DICARLI; WEISSLEDER, 2010). As placas em estado mais avancado
de formacéo possuem um nucleo necrdtico rico em ésteres, cristais de colesterol monohidratado
e detritos celulares provenientes de oncoses ou apoptoses dos macrofagos convertidos. Além
disso, a apoptose das células do musculo liso interrompem o0s processos de reparo de danos
celulares, aumentando as chances de evolucdo das placas e possivel ruptura (GISTERA,;
HANSSON, 2017; NAGHAVI et al., 2003). Além disso, a morte dessas células, tal qual das
células endoteliais, aumentam a producao e liberacao de espécies reativas de oxigénio, como o
anion superoxido, que possuem papel importante nos mecanismos de danos celulares, podendo
levar a outros quadros patoldgicos (LI; HORKE; FORSTERMANN, 2014).

Clinicamente, a formacdo das placas aterosclerdticas se estabelece em diferentes
estagios. Nos mais simples, onde ndo ocorre a ruptura da placa aterosclerdtica, pode ocasionar
apenas a diminuicdo do raio do vaso, iniciando um possivel quadro de estenose que pode gerar
problemas de perfusdo local e angina pectoris (DAI et al., 2007; LIBBY; DICARLI;
WEISSLEDER, 2010).

Nos casos mais graves, onde ha presenca de tecido fibroso e ruptura da placa, pode
ocorrer quadros de trombose que conduzem ao AVE ou ao IAM. E estimado que 70% dos casos
de tromboses coronarianas sejam causados pela ruptura das placas ateroscleroticas (KUBO et
al., 2009). Além disso, o acumulo de placas ateroscleroticas nas artérias renais obstrui parcial
ou totalmente a irrigacao de sangue arterial para os rins, levando a reducdo da funcéo renal ou

a um quadro de insuficiéncia renal crénica (LUCZAK et al., 2015).

2.2.1 Fatores de risco

H& vérios fatores de risco que vao atuar de forma sinérgica para o surgimento e
estabelecimento da aterosclerose. O endotélio vascular é de suma importancia para seu
funcionamento. E nele que estdo localizados os receptores que modulam a contracdo ou
dilatagdo do vaso. Um endotélio normal funciona de modo inibitorio, ou seja, inibindo a
contracdo, a divisdo celular de CMLs, a agregacdo plaquetaria, a trombose e a adesdo de
mondcitos. De fato, todos esses processos sdo fatores desencadeantes para a formacao de placas
ateroscoleroticas. Assim, a disfungdo endotelial entra como um importante fator de risco para
0 desenvolvimento do quadro de aterosclerose (GLASSER; SELWYN; GANZ, 1996).

Além de fatores primarios como a obesidade e o diabetes mellitus, dois outros fatores
se destacam quanto ao seu papel fundamental no estabelecimento da aterosclerose, a
dislipidemia e a HAS. Apesar da HAS ser considerada uma doenca per se, também é um dos

principais fatores de risco para o estabelecimento da aterosclerose, dado ao estresse de
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cisalhamento no vasos, resultando em lesfes onde as LDL alcangcam a camada intima iniciando
um processo de inflamacéo cronica (HURTUBISE et al., 2016).

Embora esses fatores sejam considerados independentes para o estabelecimento da
doenca, ha evidéncias que indicam que a presenca de um desses pode levar ao inicio ou
desenvolvimento de outro, sendo a HAS e a dislipidemia exemplos comuns dessa interagéo
(AGBOR-ETANG; SETARO, 2015). Estudos apontam pelo menos um achado anormal de
lipideos em pacientes recém diagnosticados com HAS, indicando uma possivel acdo sinérgica
desses fatores no desenvolvimento da aterosclerose (HURTUBISE et al., 2016; SILVA,
CARDOSO; FERREIRA, 2015).

2.2.1.1 Estresse oxidativo

Além da disfuncdo endotelial, é possivel descrever o importante papel do estresse
oxidativo na formacdo das placas ateroscleréticas, sobretudo na oxidacdo das moléculas de
LDL. De fato, varios fatores de risco desencadeiam a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que no quadro de aterosclerose, podem ser produzidas ndo apenas pelas células
endoteliais, mas também pelas células vasculares de muasculo liso. Além disso, fatores como a
HAS, o diabetes mellitus, a hipercolesterolemia e o envelhecimento contribuem diretamente
para a producdo dessas EROs (HARRISON et al., 2003; LI; HORKE; FORSTERMANN,
2014).

A dislipidemia aumenta significativamente a producédo de EROs, que além de oxidar as
moléculas de LDL, causam danos severos ao endotélio vascular, o que é fator chave para
desencadear um processo inflamatorio e permitir que as LDL migrem para a camada intima dos
vasos (HUANG et al., 2013).

Os radicais livres, principalmente as EROs e as espécies reativas de nitrogénio (ERN),
sdo importantes mediadores de lesdes teciduais, apoptose e senescéncia. Eles sdo gerados de
forma enddgena, por exposicdo a diversos fatores ambientais, produtos de metabolismo e
respiracdo, e até como consequéncia de dietas desbalanceadas (PEIRE; PUIG-PARELLADA,
1998). Dentre os varios tipos de EROs, destaca-se 0 ion superdxido e o peroxinitrato como
radicais livres, e o0 ndo-radical peréxido de hidrogénio. Os radicais livres tendem a possuir
menor estabilidade e tempo de meia vida que os ndo-radicais. O excesso de radicais livres vai
resultar em proliferacdo descontrolada de células, apoptose, aumento da permeabilidade celular
e morte, além de ser um importante coadjuvante na génese de disfuncdo endotelial, inflamagéo
e remodelamento vascular (DROGE, 2002; HURTUBISE et al., 2016; PEIRE; PUIG-
PARELLADA, 1998).
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Células fagocitarias, como neutréfilos, mondcitos e macrofagos, contém um ligante de
membrana, uma multicomponente oxidase, que usa derivados de NADPH para reduzir o
oxigénio molecular. As NADPH oxidases, tem sido observadas como importantes fontes de
ERO nas células vasculares, desempenhando um sistema enzimatico regulado por fatores
fisiopatologicos cruciais para a formagéo da aterosclerose (HARRISON et al., 2003). Como
meio de remediar tal situacdo adversa, o organismo apresenta a capacidade de expressar
enzimas antioxidantes, tal qual utilizar substancias exdgenas como meios de captar os radicais
livres responsaveis pelo desenvolvimento da aterosclerose. No que diz respeito a todas doencas,
0s antioxidantes precisam atuar protegendo os meio intra e extra celular (BONOMINI et al.,
2008).

As enzimas antioxidantes sdo proteinas associadas a células, cuja principal funcdo é
impedir ou retardar processos de oxidacdo, mantendo o ténus dentro da célula; podem também
ser associadas a manutencdo de antioxidantes exdgenos. Dentre os principais antioxidantes
enddgenos ou enzimaticos, destacam-se a superdxido desmutase (SOD), catalase (CAT),
Glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase, transferase, oxidoredutase de tiol-dissulfeto
e peroxirredoxinas. Estando presentes a maioria delas em ceélulas endoteliais nos vasos
sanguineos, pois o liquido extracelular é na maioria das vezes desprovido dessas enzimas
(HAMILTON et al., 2004). A glutationa € o maior componente antioxidante encontrado nas
células endoteliais, e sua forma reduzida (GSH) é responsavel por proteger as células de danos
oxidativos, ja que esta possui a capacidade de inibir a acdo dos peroxidos lipidicos,
(ROSENBLAT; COLEMAN; AVIRAM, 2002; SIES, 1999).

A SOD compde o maior sistema antioxidante contra o anion superoxido nas células
vasculares. Possui um metal redox em seu nucleo catalitico, que dismuta o anion superéxido
em perdxido de hidrogénio (H20.) e oxigénio. De forma complementar a CAT ira atuar de
forma a decompor o H20, em agua e moléculas de oxigénio. A GSH é um importante indicativo
do estado antioxidante do organismo, esta ndo age de forma isolada, sua quantificagdo na
verdade é um indicativo indireto da presenca da GPx, ja que esta enzima converte 0 anion
hidroxila em agua, ao utilizar a GSH em sua forma completa. Desta forma as duas enzimas
antioxidantes e o GSH, tornam-se o principal sistema de defesa contra os radicais livres
associados a aterosclerose (ROSENBLAT; COLEMAN; AVIRAM, 2002; WASSMANN;
WASSMANN; NICKENIG, 2004)

2.2.2.1 Dislipidemia
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A aterosclerose vem sendo documentada em modelos experimentais desde 1908, onde
Ignatowski (1908) observou a formacao de estrias lipidicas em coelhos tratados com dieta
hipercaldrica. Desde entdo a doenca vem sido comumente associada as dislipidemias, como a
hipercolesterolemia e a hipertrigliceridemia (MOGHADASIAN; FROHLICH; MCMANUS,
2001).

A dislipidemia é caracterizada como uma condicdo que estd diretamente relacionada
com o aumento de colesterol e triglicerideos (TG) na corrente sanguinea, especificamente, o
aumento de LDL e lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e a diminui¢cdo do HDL;
sendo fator desencadeante em quadros de obesidade e aterosclerose. Dentre os tipos de
dislipidemias envolvidas no estabelecimento das placas aterosclerdticas merecem destaque a
hipertrigliceridemia e a hipercolesterolemia. A hipertrigliceridemia é caracterizada pelo
aumento de VLDL e quilomicrons no plasma. Grundy e colaboradores (2014) evidenciaram um
importante papel das VLDL no desenvolvimento das placas aterogénicas. Este papel €
decorrente da diminuicdo da hidrdlise dessas lipoproteinas pelas lipases, ou ainda, devido ao
aumento de sua sintese, com consequente acimulo de LDL no plasma (FALUDI et al., 2017;
GRUNDY etal., 2014).

A dislipidemia é uma alteracdo chave para o surgimento de diversas doencas cardio e
cerebrovasculares, sendo um fator limitante para a formacdo da aterosclerose (GRUNDY,
1998). As dislipidemias podem ser classificadas como hipercolesterolemia isolada,
hipertrigliceridemia isolada, hiperlipidemia mista ou HDL baixo, isso de acordo com o tipo de
alteracdo lipidica no soro, segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (GARCIA; CALDEIRA, 2011).

2.2.2.2 Hipertensdo arterial sisttmica (HAS)

A HAS ou pressao sanguinea alta € uma condicdo meédica e o principal fator de risco
para o desenvolvimento de diversas DCVs, incluindo a doenca cardiaca isquémica, doenca
arterial periférica, acidente vascular encefalico, insuficiéncia cardiaca e a insuficiéncia renal
(DUBEY et al., 2017; SULTANA,; ASIF, 2017). Apesar de poder ser considerada um fator de
risco, a doenca apresenta caracteristicas e consequéncias proprias. Geralmente assintomética, a
HAS afeta de 20 a 40% da populacdo adulta nas américas, atingindo cerca de 250 milhdes de
pessoas sO nesse continente. Segundo a OMS (2016) a HAS pode ser definida como pressao
arterial sistlica maior ou igual a 140 mm Hg, e/ou pressdo arterial diastélica igual ou maior a

90 mm Hg.
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A HAS ¢ associada a distirbios metabolicos, alteragdes funcionais e/ou estruturais de
orgdos-alvo, sendo frequentemente agravada por outros fatores de risco, incluindo a
dislipidemia, a obesidade e o diabetes. No Brasil, a doenca atinge uma media de 32,5%
(aproximadamente 36 milhdes) de individuos adultos, sendo mais de 60% correspondente a
pacientes idosos, sendo responsavel direta ou indiretamente por 50% das mortes por DCVs. S6
em 2013, das 1.138.670 mortes, cerca de 29,8% foram atribuidas a DCVs, sendo a principal
causa de mortes no pais. No entanto, ao longo dos anos, esses nimeros tem diminuido, com
excecdo das doencas hipertensivas (DH), como hipertensdo neonatal, pulmonar e portal, por
exemplo, que aumentaram entre os anos de 2002 e 2009, mesmo assim, apresentando reducao
significativa desde 2010 (MALACHIAS et al., 2016).

A HAS ¢é um importante fator de risco para a formacao de placas ateroscleroticas, dado
ao estresse de cisalhamento que o quadro acarreta sob o endotélio vascular. As lesdes formadas
servem de acesso para as LDL & camada intima das artérias, alem de ser um quadro indutor da
producdo de EROs (AMBALE VENKATESH et al., 2014; HUANG et al., 2013; HURTUBISE
et al., 2016). E de grande importancia acrescentar que embora a HAS seja um fator de risco
para a formacdo de aterosclerose, a mesma pode surgir em decorréncia do quadro aterogénico,
ndo havendo uma ordem para que isso ocorra, onde, a0 mesmo tempo que sdo incidentes

interligados, sdo independentes entre si (PAN et al., 1997).

2.3 Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA)

A doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) pode ser definida como um
conjunto de condiges que afetam o figado sem histérico de consumo de alcool. E caracterizada
desde o acumulo de triglicerideos nos hepatécitos (esteatose hepatica), até quadros
inflamatdrios graves, levando a fibrose e a cirrose hepatica (BROWNING; HORTON, 2014).
A DHGNA ¢é considerada o quadro mais comum dentre as doencas crénicas que atingem o
figado, com prevaléncia de aproximadamente 30% em pacientes adultos nos paises
desenvolvidos, o que leva o aumento dessa prevaléncia é decorrente do alto consumo de
alimentos industrializados e gordurosos. Comumente a DHGNA esta associada a quadros de
obesidade, resisténcia a insulina e hiperlipidemia, sendo considerada a manifestacdo hepatica
da sindrome metabolica (MARCHESINI et al., 2003; NEUSCHWANDER-TETRI, 2005,
2007).

H& trés estdgio possiveis para essa condigdo: a esteatose simples, que consiste na
esteatose hepatocelular, ou seja, o acumulo lipidico nos hepatdcitos, e a esteatohepatite ndo

alcoolica (EHNA), que alem de esteatose nos hepatdcitos, pode apresentar quadros de
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inflamacdo e necrose no tecido hepatico. Embora a esteatose simples seja considerada o curso
inicial natural da DHGNA, a EHNA ¢é observada em 1/3 dos casos, sendo um quadro
progressivo que pode levar a condi¢des mais sérias como a cirrose e o carcinoma hepatocelular,
que é considerado o terceiro estdgio (FARRELL; LARTER, 2006; TAKAHASHI;
FUKUSATO, 2014).

A esteatose hepatica, ou esteatose simples, é a manifestagdo mais comum e menos
agressiva da DHGNA, e € um termo genérico para se referir ao acimulo de lipideos no tecido
hepatico (hepatdcitos). A esteatose ocorre quando ha uma desregulagem nas vias metabolicas
de lipideos, podendo contribuir para o surgimento de quadros mais sérios como a inflamacao
hepatica cronica, resisténcia a insulina e danos no tecido hepatico (BROWNING; HORTON,
2014; PURUSHOTHAM et al., 2009).

A capacidade do figado de regular o metabolismo é comandada por uma dindmica rede
regulatoria transcricional (CHAWLA et al., 2001). Estudos indicam que a presenca do quadro
de esteatose hepdtica possui um papel importante no desenvolvimentos de doengas
cardiovasculares, tais como a aterosclerose. Além disso, comorbidades como o diabetes
mellitus pode catalisar tanto a DHGNA quanto o processo aterosclerético. De fato, Targher e
colaboradores (2006) e McKimmie e colaboradores (2008) mostraram que pacientes com
associacdao dessas duas condicBGes apresentaram um rapido e significante espessamento da
camada média-intima das artérias carétidas (MCKIMMIE et al., 2008; TARGHER et al., 2006).

O acumulo de lipideos no figado, além de induzir a producdo de EROs, sdo responsaveis
por aumentar a expressao de IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), PCR, fibrinogénio e
fetuina-A (FTA), que sdo moléculas pré-inflamatdrias que estdo diretamente associadas com a
formacdo da doenca aterosclerética (AUBERGER et al., 1989). A FTA é uma proteina
secretada pelo figado, sendo um inibidor natural para receptores de insulina tirosina quinase e
um ligante enddgeno de receptores toll 4 (TLR4), por onde através do acimulo lipidico leva a
resisténcia a insulina. Esta proteina pode levar a um quadro de inflamagdo, que esta associado
com o surgimento de condi¢des como disfuncéo endotelial, aterosclerose na carétida e aumento
de chances de IAM, AVE e diabetes tipo 2 (DOGRU et al., 2013; PAL et al., 2012; RITTIG et
al., 2009; STEFAN et al., 2008). O aumento de PCR promove aumento nos quadros de
inflamacdo e acelera o desenvolvimento da aterosclerose aumentando a expresséo de inibidores
de ativadores de plasminogénio 1 (IAP1) e moléculas de adesdo nas células endoteliais, inibindo
a formacdo de oxido nitrico, e aumentando a captacdo de LDLox pelos macrofagos
(CHAPMAN et al., 2011; GAGGINI et al., 2013).
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2.4 Aterosclerose e danos renais

A aterosclerose, dado a generalizacdo de sua patofisiologia, comumente aparece
associada com varias outras enfermidades. Um dos quadros a que geralmente esta associada
sdo as doencas renais, principalmente a doenca renal cronica (DRC), onde esta esta presente
em 30% dos casos (CHADE; LERMAN; LERMAN, 2005). De fato, a doenca aterosclerotica
renal estd comumente associada a mais de 1/3 dos casos de doencas renais terminais. A
aterosclerose na artéria renal é evidente em 50% dos individuos que apresentam a doenca, e
podem causar estenose significativa da artéria renal em 6,8 % dos adultos abaixo dos 65 anos
(CHADE; LERMAN; LERMAN, 2005; HANSEN et al., 2002; UZU et al., 2002).

A estenose da artéria renal, pode ocasionar o acionamento do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, que leva de forma sistémica ao um quadro de hipertensao
renovascular (HRV). O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), € um sistema
complexo de rotas enzimaticas e componentes bioativos que exercem diversas funcbes
(ABADIR; WALSTON; CAREY, 2012). E definido pela atividade da enzima conversora de
angiotensina (ECA), que ira converter o peptideo angiotensina (ANG) em angiotensina 1l
(ANGII) e consequente ativacdo dos seus receptores (ATiR), que ird mediar tanto o0s
mecanismos periféricos quanto os mecanismos centrais na regulacdo da pressdo sanguinea. A
acdo dessa via, esta diretamente relacionada a diversas respostas patolégicas como inflamacéo,
fibrose, desregulacdo metabolica e disfuncdo endotelial, pardmetros que, junto com a
hipertensdo sdo intricadamente atrelados ao desenvolvimento da aterosclerose (CAREY, 2012;
CHAPPELL, 2016).

O surgimento da DCR esta diretamente associado a diferentes fatores de risco, como a
dislipidemia severa, inflamacdo e principalmente o estresse oxidativo, que em associacdo
também sdo fatores desencadeadores de aterosclerose. Esses fatores além de levar a oxidacéo
do LDL e a lesdes endoteliais, também conduzem a um comprometimento da maturacdo das
moléculas de HDL. Essa anormalidade pode ser um fator crucial e conectivo entre as DCVs e
as doencas renais (NAGHAVI et al., 2003; NAVAB et al., 2006).

A aterosclerose € resultado de uma série de respostas celulares e moleculares a
condicBes adversas enddgenas e exogenas, e 0s eventos celulares envolvidos no inicio da
aterogénese se assemelham aos desencadeados em outras formas de DCR. De fato, as células
glomerulares apresentam algumas caracteristicas fisiologicas semelhantes as células endoteliais
vasculares (KAMANNA; ROH; KIRSCHENBAUM, 1998). Dessa forma, a aterosclerose pode

sobrepor lesdes renais pré-existentes ou simultaneamente agravar a progressdo da DCR,
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compartilhando mecanismos fisiopatoldgicos semelhantes (CHADE; LERMAN; LERMAN,
2005).

2.5 Modelos experimentais

A utilizagdo de modelos experimentais com animais é de suma importancia para se
estudar e entender o funcionamento e a patofisiologia de varias enfermidades, tal qual testar
importantes candidatos a novos tratamentos. Muitos animais apresentam semelhancas
anatomicas e fisiologicas, tal qual genes homdlogos, aos humanos, permitindo que doencas e
condigOes possam ser mimetizadas de forma a simular como estas se comportariam diante de
possiveis tratamentos como farmacos e vacinas (KAPOURCHALI et al., 2014). A ideia de se
utilizar animais como modelos experimentais teve inicio em 1865 quando Claude Bernard
lancou a obra “Introducao ao Estudo da Medicina Experimental”, onde propds o uso de animais
como modelos de experimentacdo para simular condicdes fisiolégicas semelhantes ao que
ocorre nos humanos (BERNARD; UNIVERSITY COLLEGE, 1865).

Atualmente, a pesquisa com animais se apresenta como uma ferramenta importante para
entender a patofisiologia de uma doenca e a maneira de intervencao terapéutica mais adequada
a ser aplicada. Esses animais sdo usados nas mais diversas areas das pesquisas biomédicas, e
tem sido utilizado ndo sé para o estudo das doencas em humanos, mas também em outros
animais. Animais usados como modelos experimentais incluem os roedores (como 0s
camundongos, ratos e cobaias), lagomorfos como os coelhos, e outros animais como caes, gatos,
porcos, primatas, passaros, peixes e sapos (LEONG; NG; JAARIN, 2015).

Muitas consideracdes devem ser levadas em conta na hora de escolher o modelo animal
mais apropriado para responder 0s questionamentos que 0 estudo apresenta. A espécie e 0
namero de animais sempre devem ser avaliados primeiramente, de forma a respeitar o principio
dos 3Rs que vem dos termo em inglés para reducdo, substituicdo e refinamento (reduction,
replacement e refinement) introduzidos por Russel e Burch (1959) e estabelecidos de forma
tornar a utilizacdo de animais em pesquisa mais ética e mais humanizada (RUSSELL; BURCH,
1959). Dessa forma, até mesmo antes de optar pelo uso de animais, € ideal que o pesquisador
pesquise possiveis alternativas, como ensaios in vitro, que talvez possam ser tdo eficientes
quanto o uso dos animais, aplicando dessa forma o principio de replacement. Caso o uso de
animais prossiga, € de extrema importancia a aplicagdo dos outros dois principios, a reduction
de forma a utilizar o menor nimero amostral de animais possivel, e o refinement, que vem com
a premissa de otimizar os protocolos experimentais de forma a diminuir a dor e o sofrimento
do animal ao méximo possivel (EMERSON, 2010).



29

O uso de animais, principalmente os ratos (Rattus norvegicus), tem sido documentado
nas mais diversas areas biomédicas. Esses animais tem sido empregados para o estudo das mais
diversas doencas, como as doencas inflamatdrias, autoimunes, cardiovasculares,
gastrointestinais e carcinomas (JACOB, 2010). Os modelos utilizados para as doencas
cardiovasculares vem sendo aperfeicoados ao longo do tempo, e embora com o apogeu das
técnicas de DNA recombinante e o surgimento de linhagens geneticamente modificadas, tem
se buscado alternativas de modelos que desenvolvam determinadas doencas de forma a simular
como elas realmente ocorrem de forma natural, que seja, de facil reprodutibilidade e mais
acessivel em termos de custos, dado que as linhagens geneticamente modificadas tendem a ser
de alto custo e de dificil reproducdo em biotérios (EMINI VESELI et al., 2017;
KAPOURCHALI et al., 2014)

2.5.1 Modelos animais para o estudo da doenca aterosclerotica

A aterosclerose por ser uma doenca de cunho multifatorial é de dificil reprodutibilidade
em modelos animais, dado que uma série de fatores devem ser levados em conta no momento
em que é decidido induzir o quadro patolégico. De fato, o desenvolvimento da doenca deve
ocorrer de forma o mais semelhante possivel ao que ocorre em pacientes humanos, desde 0
perfil lipidico sérico, até quadros especificos como a inflamacgao cronica, a disfuncdo endotelial
e o estresse oxidativo (KAPOURCHALI et al., 2014). Dessa forma, modelos adequados que
possam elucidar as etapas envolvidas na patogénese da aterosclerose apresentam um papel
importante para o desenvolvimento de possiveis tratamentos (XIANGDONG et al., 2011).

Dentre os modelos experimentais utilizados em pesquisas biomédicas os camundongos
sdo de longe os mais utilizados, dado a facil reproducdo, manuseio e manutencdo. No entanto,
guando o foco é a aterosclerose, ou enfermidades atreladas ao metabolismo lipidico, os
camundongos sdo de longe os menos eficientes, principalmente como modelos de aterosclerose.
Estes animais apresentam uma certa resisténcia a dieta hipercolesterolémica usualmente
utilizada como indutora da doenca, sendo que aproximadamente 70% do colesterol plasmatico
dos camundongos é composto por HDL, sendo que nos humanos este perfil é o0 oposto, sendo
o LDL a molécula mais abundante no soro (FERNANDEZ et al., 1999; XIANGDONG et al.,
2011). Uma das possiveis causas para essa diferenca entre os perfis lipidicos de camundongos
e humanos é a auséncia da enzima proteina colesterol-éster transferase (CETP) nos
camundongos, sendo este um fator limitante para a utilizagdo desses animais como modelos da
doencga (OLIVEIRA HELENA C.F. et al., 1997).
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No entanto, como forma de compensar essas limitagdes, 0s camundongos possuem um
padrdo genético bem conhecido, sendo o segundo mamifero a ter seu genoma completamente
sequenciado, permitindo que através de técnicas de engenharia genética 0s genes possam ser
silenciados, deletados ou passados por processo de knock-out/in. Dessa forma, os camundongos
passam a ser os modelos genéticos comuns para os estudos das mais diversas enfermidades,
principalmente a aterosclerose, elucidando fatores tanto genéticos como ndo genéticos
envolvidos na fisiopatologia da doenca (KAPOURCHALI et al., 2014; LIVERO;
GASPAROTTO JUNIOR, 2019).

Semelhante aos camundongos, os ratos ndo possuem a CETP no plasma, o que dificulta
a absorcdo do colesterol, da mesma forma, a maior parte do colesterol circulante é composto
por HDL, sendo entdo modelos pouco adotados para a inducéo da aterosclerose (FERNANDEZ
et al., 1999). No entanto, a utilizacdo de ratos para pesquisas biomédicas tem sido mais e mais
adotada, dado a facilidade com que protocolos podem ser realizados nesses animais, pois seu
tamanho permite facil manuseio e manutencdo do animal, sem contar sua semelhanca
anatdmica e fisiologica com humanos (LEONG; NG; JAARIN, 2015). Dessa forma, modelos
de aterosclerose induzidos em ratos tem sido desenvolvidos e padronizados com mais
frequéncia (XIANGDONG et al., 2011). Notavelmente, linhagens isogénicas como 0s ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) tem demonstrado uma maior susceptibilidade para
desenvolver a doenga, principalmente quando induzida por dieta rica em colesterol
(OKAMOTO et al., 1964). Modelos em ratos de linhagem heterogénicas como Wistar e
Sprague-Dawley tem sido descrito atualmente. Nesse caso a dieta hiperlipidica é associada com
a manipulagdo farmacologica, incluindo a administracdo de vitamina D, &cido colico e
propiltiouracil (JIANG et al., 2017a; JORIS et al.,, 1983; LI; CHEN; SHEN, 2011;
XIANGDONG et al., 2011).

Embora os ratos tenham sido a terceira espécie a ser sequenciada, ndo tiveram a mesma
exploragdo na engenharia genética como os camundongos. Assim, é incomum encontrar
linhagens transgénicas ou com qualquer tipo de modificacdo genetica. Um dos poucos
exemplos € uma linhagem transgénica que super expressa a CETP humana utilizando como
base uma linhagem de ratos Dahl sal-sensivel (DS) (HERRERA et al., 1999).

Além dos roedores supracitados, outro modelo mais utilizado, alids, o mais utilizado
para estudos de aterosclerose séo os lagomorfos, principalmente os coelhos da linhagem Nova
Zelandia (Oryctolagus cuniculus). Estes foram adotados como modelo padrdo ouro para o

estudo de aterosclerose (IGNATOWSKI, 1908). No entanto, seu uso vem diminuindo desde os
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anos 2000, provavelmente em decorréncia do desenvolvimento dos camundongos
geneticamente modificados (EMINI VESELI et al., 2017; FAN et al., 2015).

Os coelhos possuem o metabolismo de lipoproteinas semelhantes aos humanos, e bem
diferente dos camundongos, ou seja, as lipoproteinas predominantes sdo as ricas em ApoB
(LDL e VLDL) (FAN; WATANABE, 2000). No entanto, algumas desvantagens podem surgir
com esse modelo. Esses animais apresentam um quadro de inflamacdo massiva durante o
processo de formacdo da doenca, podendo levar o animal a uma morte precoce e alterando
radicalmente os parametros bioquimicos. Além disso, quando alimentados com dieta
hipercolesterolémica por um periodo muito longo, pode surgir um importante quadro de
toxicidade hepética (EMINI VESELI et al., 2017; FUSTER et al., 2012).

Mesmo com o aumento da utilizacdo de modelos genéticos de camundongos,
recentemente, modelos geneticamente modificados (GM), tem sido explorado em coelhos.
Como exemplo, destaca-se o Apolipoproteina E knockout (ApoE /), modelo desenvolvido
através da técnica de edi¢do genica (CRISPR-cas9) em 2016 por Niimi e colaboradores (N1IMI
et al., 2016). E por fim, ha também uma linhagem de coelhos obtidos por cruzamento entre
geracGes na mesma familia, onde devido a uma mutacdo ndo ha expressdo de receptores de
LDL. Sdo os coelhos da linhagem Watanabe Heriatable Hyperlipidaemic (WHH)
(WATANABE, 1980). Estes animais tem sido muito adotados por serem um modelo
espontaneo de hipercolesterolemia e aterosclerose, porém ele ainda ndo é encontrado no Brasil

e tem um alto custo.

2.5.1.1 Modelos animais ndo-genéticos

Os modelos chamados de ndo genéticos, ou convencionais, sdo aqueles cuja patologia é
induzida por métodos naturais, sem qualquer tipo de modificacdo genética, o que se torna uma
vantagem, pois este simula de forma mais real a formacao e a evolucdo de determinada doenca.
De fato, esse vem a ser o principal objetivo de um modelo animal, ou seja, apresentar um
desenvolvimento patologico o mais fiel possivel ao que ocorre nos humanos, para que se possa
estudar com eficécia a fisiopatologia da doenca (LIVERO; GASPAROTTO JUNIOR, 2019).
No entanto, quando falamos em aterosclerose a existéncia desses modelos tende a ser escassa,
principalmente dentre os roedores, apesar de serem 0s modelos experimentais mais utilizados
em pesquisas biomédicas. Uma das explicacdes € que os roedores apresentam baixa quantidade
de LDL circulante no plasma e auséncia de CETP, dois fatores cruciais para o desenvolvimento
da doenca (EMINI VESELI et al., 2017; GETZ; REARDON, 2012; MILLER, 1987).
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O modelo animal mais utilizado hoje para pesquisas biomédicas é o camundongo. Essa
espécie possui inumeras vantagens sobre outros animais, como ciclo de vida curto, baixo custo
de manutencdo, rapido ciclo reprodutivo e facil manuseio. No entanto, é o animal que apresenta
mais dificuldade de desenvolver doencas relacionadas ao metabolismo lipidico. Assim, na
utilizacdo desses animais como modelos para o estudo da doenca aterosclerdtica a manipulacéo
genética é necessaria, de forma a tornar o perfil lipidico o mais compativel com a formacao da
doenga (EMINI VESELI et al., 2017; GETZ; REARDON, 2012).

Apesar dos camundongos possuirem uma série de representantes geneticamente
modificados que podem ser adotados como modelos para 0 estudo da aterosclerose, esses nao
apresentam o desenvolvimento natural da doenca. Dessa forma, os ratos apresentam vantagens
sobre esses modelos. Apesar de apresentarem perfil lipidico semelhante, pesquisas indicam que
a administracdo de dietas hipercolesterolémicas associadas com outros fatores de risco (p.ex.
HAS) e manipulacdo farmacoldgica podem representar alternativas vidveis aos modelos
genéticos (LIVERO; GASPAROTTO JUNIOR, 2019).

Fu e colaboradores associando uma dieta hipercolesterolémica (81,3% de ragédo
comercial, 11% banha, 3% colesterol, 0,5% colato de sédio e 5% de acucar), injecdo
intraperitoneal de vitamina D3 (600.000 IU/Kg) e 0,2% de propiltiouracil induziu placas
aterosclerdticas em ratos normotensos. Nesse caso, 0s animais apresentaram importantes danos
endoteliais vasculares, aumento nos niveis de colesterol total e LDL, e significante
espessamento da camada intima dos vasos (FU et al., 2017; LIVERO; GASPAROTTO
JUNIOR, 2019). No entanto, outros autores conseguiram efeitos semelhantes fazendo pequenas
alteracfes na dieta, nas doses de vitamina D3 e na quantidade de propiltiouracil. Jiang e
colaboradores conseguiram um feito semelhante em ratos machos da linhagem Sprague-
Dawley em apenas 12 semanas. Com pequenas alteractes na dieta (78,3% de dieta comercial,
10% de banha, 1% de colesterol, 5% de gema de ovo liofilizada, 0,5% de colato de sddio e 5%
de sucrose), adigédo de propiltiouracil (0,2%) e administragdo de vitamina D3 (700.000 1U/Kg,
I.p.) por 6 semanas os animais desenvolveram dislipidemia, esteatose hepética e placas
aterosclerdticas contendo células espumosas, cristais de colesterol, e tecido necrotico
calcificado (JIANG et al., 2017b).

O tempo de estabilizacdo da doenca em ratos, de acordo com os estudos ja encontrados,
variam de 10 a 17 semanas. De fato, a associacdo de dieta hiperlipidica, antagonistas de
horménios tireoidianos e vitamina D3 em altas dosagens podem induzir o desenvolvimento da
aterosclerose em tempos menores, no entanto a doenca se apresenta de forma mais sutil. Dessa

forma, alguns autores optaram por envolver procedimentos cirurgicos para a indugdo de outros
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fatores de risco que possam ajudar na indugdo da aterosclerose. Como exemplo, Sasaki e
colaboradores (1994) associaram uma dieta aterogénica (82,3% de dieta comercial, 10% de
banha, 2% de colesterol, 0,5% de acido cdlico, 0,2% de 6-metil-tiouracil e 5% de sucrose) com
hipertensdo renovascular (dois rins, um clipe; 2K1C) em machos da linhagem Wistar
(LIVERO; GASPAROTTO JUNIOR, 2019; SASAKI et al., 1994; UMAR et al., 2010). Esse
procedimento induziu significativo espessamento da camada intima dos vasos, com
proliferacdo de CML e acentuada formacéo de placas aterosclerdticas (SASAKI et al., 1994).

Vale ressaltar que a maioria dos modelos ndo genéticos de aterosclerose em ratos foram
desenvolvidos em animais machos, dado a interferéncia hormonal que as fémeas apresentam,
tornando-as um alvo menos explorado como modelo experimental, principalmente para
doencas cardiovasculares. Os poucos modelos apresentados utilizando fémeas foram realizados
com animais ovariectomizados, que possibilitam mimetizar os efeitos cardiprotetores dos
hormdnios. Adam e colaboradores associaram uma dieta rica em lipideos e ovariectomia para
induzir aterosclerose em ratas. O modelo permitiu aumentar os niveis de lipideos e a formacgéo
discreta de placas ateroscleroticas (ADAM et al., 2008).

Por fim, como ja discutido acima, o modelo que por muito tempo tem sido utilizado
como padrdo ouro para estudos com aterosclerose sdéo com os lagomorfos. Os coelhos, que
apresentam niveis séricos de HDL e LDL semelhantes aos humanos, sdo um excelente modelo
para inducdo de aterosclerose de forma natural, j& que estes ao contrario dos camundongos e
ratos, apresentam como lipoproteina predominante o VLDL e o LDL (EMINI VESELI et al.,
2017; FAN; WATANABE, 2000). No entanto, apesar das vantagens em relacdo a outros
modelos, os coelhos apresentam limitacGes que podem influenciar os estudos, sendo estes
fatores ambientais, econdmicos e fisiopatoldgicos, incluindo o custo de manutencdo e a pouca
tolerancia hepatica a dieta hiperlipidica (EMINI VESELI et al., 2017; FUSTER et al., 2012).

2.5.1.2 Modelos animais com modificacdes genéticas

Os roedores foram os primeiros mamiferos junto com os humanos a terem seu genoma
completo sequenciado. Dado ao seu ciclo reprodutivel curto e padréo genético, sdo os principais
alvos de manipulacao genética para obtencdo de modelos experimentais. Os camundongos sdo
as especie em que concentra a maioria dos exemplares geneticamente modificados
(transgénicos, knockout e knockin), no entanto, tambem é possivel encontrar exemplares de
ratos e coelhos GM para modelos de aterosclerose (EMINI VESELI et al., 2017; LIVERO;
GASPAROTTO JUNIOR, 2019).
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Dentre os tipos de camundongos GM, trés se destacam e s&o utilizados com mais
frequéncia, sendo: 1) knockout para Apolipoproteina E (ApoE™); knockout para o receptor de
LDL (LDLr 7); 3) ambos os modelos associados (ApoE/LDLr ), apresentando vantagens e
desvantagens (Figura 2) (EMINI VESELI et al., 2017).

A ApoE é uma glicoproteina que est& presente em todas as lipoproteinas com exce¢éo
da LDL. Ela atua como ligante para os receptores de lipoproteinas na superficie celular, que ird
eliminar os quilomicrons e remanescentes de VLDL (CURTISS; BOISVERT, 2000). Atua
também como um regulador da homeostase de colesterol, distribuicdo local de colesterol nos
tecidos, imunoregulacdo, absor¢do dietética e excrecao biliar de colesterol (SEHAYEK et al.,
2000). O primeiro modelo de camundongo ApoE”’ foi desenvolvido em 1992, quase que
simultaneamente por dois laboratorios, utilizando técnicas de recombinacdo homologa em
células tronco embrionéarias (PIEDRAHITA et al., 1992; PLUMP et al., 1992). Embora esses
animais GM apresentem caracteristicas fisicas semelhantes aos tipo selvagens, o perfil lipidico
se diferencia de forma abrupta, onde nos animais knockout a habilidade da ApoE de “limpar”
0 colesterol é quase que completamente inibida, resultando em niveis de colesterol total de
aproximadamente 400-600 mg/dl quando alimentados com dieta normal (DN), enquanto que
os niveis normais de linhagens selvagens variam de 75 a 110 mg/dl (EMINI VESELI et al.,
2017; PLUMP; BRESLOW, 1995). Em ensaios onde linhagens selvagens e ApoE /- foram
alimentadas com dieta de cafeteria (DC) por 2 a 3 semanas, 0s niveis de colesterol total
dobraram nos primeiros, enquanto que nos animais knockout essa quantidade quadriplicou
(PLUMP et al., 1992).

Os receptores de LDL sdo responsaveis pela endocitose dessas moléculas, mantendo
entdo os niveis adequados no plasma. Deficiéncia na expressao desses receptores, juntamente
com mutacdes no gene que o codifica, sdo geralmente descritos em quadros de
hipercolesterolemia familiar (DEFESCHE, 2004; EMINI VESELI et al., 2017). Os animais
com modificacdo genética no gene que codifica esses receptores foram desenvolvidos em 1993
por Ishibashi e colaboradores. Os animais denominados como LDLr 7/~ tiveram o0 gene
silenciado para que pudesse parar de expressar os receptores de LDL (ISHIBASHI et al., 1993).
Comparando com as linhagens selvagens, os LDLr /" ndo apresentam aumento significativo
nos niveis plasmaticos de colesterol, e podem ndo desenvolver ou desenvolver apenas um suave
quadro de aterosclerose quando alimentados com dieta normal. Além disso, possuem uma
diferenca peculiar em relagdo aos animais ApoE /. Nos camundongos ApoE /- se acumulam

as maiores particulas de lipoproteinas, como as remanescentes de quilomicrons, VLDL e IDL.
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Por outro lado, nos animais LDLr /" as particulas que se acumulam primeiro sdo as de LDL
(ISHIBASHI et al., 1994; PLUMP et al., 1992).

Embora o mecanismo indutor seja diferente para ambos os tipos de camundongos
knockout, o tipo de placa formado é basicamente 0 mesmo. Ou seja, uma dieta de cafeteria
associado a ambos 0s modelos resultaria em lesdes maiores e mais avangadas, com nucleo
necrético, contendo restos celulares e cristais de colesterol, e capa fibrosa rica em colageno
(EMINI VESELI et al., 2017; HARTVIGSEN et al., 2007; KNOWLES; MAEDA, 2000). No
entanto, os animais LDLr 7/ apresentam trés vantagens cruciais em compara¢do com o modelo
ApoE 7, sendo a primeira o colesterol plasmatico, que por ser mais carregado de LDL se
assemelha mais ao perfil lipidico humano. A segunda vantagem é o fato de que, como nesse
modelo a ApoE esta presente, ndo ha interferéncia nos processos inflamatorios, que sdo de
extrema importancia no desenvolvimento das placas aterosclerdticas. A terceira e Ultima
vantagem ¢ devido a semelhanca fisiopatoldgica que esse modelo tem com pacientes humanos
portadores de hipercolesterolemia familiar, caracterizado pela diminuicdo ou auséncia de
receptores de LDL (GETZ; REARDON, 2012; LEE et al., 2017).

O ultimo dos trés modelos geneticamente modificados mais utilizados, o camundongo
duplo knockout ApoE/LDLr 7, surgiu ap6s a ascencdo dos outros dois modelos ja descritos.
De fato, esse modelo desenvolve uma hiperlipidemia e aterosclerose muito mais severa que 0s
outros dois modelos isolados. E considerado um modelo espontineo para o desenvolvimento
de aterosclerose, onde apenas com alimentacdao normal os animais ja demostram capacidade de
desenvolver a doenca em niveis avancados (BONTHU et al., 1997; EMINI VESELI et al., 2017;
JAWIEN; NASTALEK; KORBUT, 2004).

Os ratos, ao contrario dos camundongos, ndo apresentam muitos exemplares
geneticamente modificados, isso porque a manipulacédo de células tronco embrionérias, onde se
faz as modificacbes genéticas, ndo se mostrou tdo simples quanto nos camundongos
(RUSSELL, 2003). Dessa forma, poucos ratos knockout ou transgénicos tem se mostrado
promissores para o estudo de doencas, principalmente a aterosclerose, onde ha varios modelos
em camundongos. No entanto eles ndo sdo inexistentes, e um exemplo deles, € um modelo
utilizando ratos DS, onde foi adicionado um transgene humano hCETP que codifica a expresséo
da proteina CETP. Dessa forma o rato passa a expressar a CETP, que antes era ausente,
facilitando entdo a absor¢é@o de colesterol e aumentando a quantidade de LDL circulante no
plasma (HERRERA et al., 1999; XIANGDONG et al., 2011).

Por fim, embora os lagomorfos tenham sido utilizados e ainda sdo até hoje o padréo

ouro para o desenvolvimento de aterosclerose em animais, € possivel encontrar alguns modelos
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que tiveram seu genoma alterado para facilitar a indugéo da doenca. Niimi e colaboradores no
ano de 2016 desenvolveram um modelo de coelho knockout para ApoE (ApoE’/), utilizando
tecnologias recentes de edicdo genica, como 0 RNA guia CRISPR associado a proteina caspase
9 (Cas9) (NIIMI et al., 2016). Este modelo torna-se um excelente substituto ao camundongo
ApoE, pois o coelho em si j& possui o perfil lipidico semelhante ao humano. Além disso, com
0 gene ApoE ndo codificando, 0 modelo é capaz de desenvolver hiperlipidemia mesmo com
dieta normal, chegando a niveis de colesterol plasmatico por volta de 200 mg/dl. No entanto,
quando alimentados com dieta hiperlipidica os niveis podem chegar a 1000 mg/dl ou mais,
valor exorbitante quando comparado com linhagens selvagens de coelhos, onde os niveis de
colesterol total no plasma ndo passam de 170 mg/dl. A formacgdo das placas € bem mais
agressiva, e ocorre de forma mais rapida que o convencional quando utilizada uma dieta
hiperlipidémica, fazendo desse modelo uma 6tima alternativa para se estudar a fisiopatologia
da doenca e testar possiveis tratamentos (BROUSSEAU; HOEG, 1999; EMINI VESELI et al.,
2017; NIlIMI et al., 2016).
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Figura 2. Modelos de camundongos geneticamente modificados mais utilizados em pesquisa

Células inflamatorias
Nucleo necrético

com aterosclerose. (Fonte: Adaptado de Emini Veseli et al., 2017)

2.5.2 Modelos animais utilizando fémeas

Um estudo conduzido na década de 90 indicou uma discrepancia significativa entre a
utilizacdo de machos e fémeas para estudos na area biomédica, onde os primeiros sdo utilizados
de forma desproporcional. Ja é consolidado que a forma como as doencas se manifestam e a
resposta aos tratamentos apresentam sensiveis diferencas entre machos e fémeas (CLAYTON,
2018; ZUCKER; BEERY, 2010).

Um estudo conduzido por Berry e Zuker (2011) demonstrou que em 6 importantes
campos da area biomédica (biologia, imunologia, neurociéncias, fisiologia, farmacologia e
endocrinologia) os animais mais utilizados sdo machos, chegando a 80% do total (BEERY;
ZUCKER, 2011). Um estudo realizado no ano de 2009 comparou a utilizacdo de fémeas como

modelo experimental para doengas especificas, e a prevaléncia dessas doencas em mulheres do
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mundo inteiro. Os resultados obtidos foram alarmantes, demonstrando que para doengas que
sdo predominantes em mulheres, incluindo a ansiedade e depressédo, menos de 45% dos estudos
foram conduzidos com animais fémeas. Em patologias como o AVE e alteracdes da funcgéo
tireoidiana, que chega a ser até 7 vezes mais comuns em mulheres, a utilizacdo de fémeas foi
de apenas 38%. Além disso, os dados mostraram que 0s machos sdo utilizados quase que
exclusivamente para protocolos experimentais que envolvem comportamento (ZUCKER,;
BEERY, 2010).

A preferéncia por machos como modelo experimental pode ser atribuida a interferéncia
hormonal que as fémeas apresentam em seu ciclo reprodutivo. Assim, justifica-se que o efeito
hormonal dificulta as avaliagdes, causando uma grande variabilidade nos dados (CLAYTON,
2018; ZUCKER; BEERY, 2010). A interferéncia hormonal é destacada quando se trata de
DCVs, dado ao potencial efeito antioxidante/cardioprotetor do estradiol, presente em grande
quantidade no periodo reprodutivo das mulheres (MANSON et al., 2002). Pelo fato dessas
doencas atingirem com mais frequéncia mulheres no periodo da menopausa, quando associada
a idade, ou mulheres ainda dentro do periodo reprodutivos que utilizam anticonreceocional,
algumas alternativas tém sido utilizadas por pesquisadores para simular essa condicao de baixa
producdo de estrogénio. Uma dessas alternativas é a ovariectomia, que tem sido adotada por
varios pesquisadores para induzir DCVs, como a HAS e disfuncdo endotelial (SCHAEDLER
et al., 2018; WANG et al., 2014).

Dentre as DCVs que acometem as mulheres, a aterosclerose € a condicao clinica onde
mais se utiliza machos como modelo experimental. De fato, os estudos utilizando fémeas como
modelo sdo escassos. 1sso deve-se ndo apenas a uma interferéncia hormonal cardioprotetora por
parte das fémeas, mas também ao metabolismo acelerado dos roedores, o que dificulta a inducéo
dessa doenca (HU et al., 2016a; JIANG et al., 2017a; LI; CHEN; SHEN, 2011). Assim, o
desenvolvimento de um modelo para o estudo da aterosclerose em ratas mostra-se de grande
valia, pois um protocolo de baixo custo e sexo-direcionado permitira entender a fisiopatologia
da doenca aterosclerética em mulheres e desenvolver tratamentos especificos para essa

populagéo.
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3 OBJETIVOS
GERAL
Desenvolver um modelo preditivo para a inducao da aterosclerose e comprometimento

hepato-renal em ratas Wistar.

ESPECIFICOS

Padronizar a dieta aterogénica;

Induzir a hipertensdo arterial sisttmica em ratas utilizando modelo de inibi¢éo de oxido
nitrico (NO) sintase por L-NAME (inibidor ndo seletivo);

Acompanhar a evolugdo da doenca aterosclerotica;

Avaliar o impacto dos fatores utilizados no desenvolvimento da doenga;

Avaliar diferentes parametros bioquimicos presentes no modelo experimental em
questéo;

Avaliar diferentes parametros histologicos presentes no modelo experimental em
questao;

Avaliar diferentes parametros moleculares presentes no modelo experimental em

questéo.
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Abstract: Therapeutic approaches for the treatment of dyslipidemia and atherosclerosis have radically
changed in recent decades. Part of this advance undeniably stems from basic biomedical research
that has provided a better understanding and identification of new therapeutic targets. The aim of
this work was to develop a model to induce atherogenesis and hepato-renal impairment in female
Wistar rats. The following groups received the respective treatments for 60 days: control animals,
non-ovariectomized rats that received an atherogenic diet (NEAD), ovariectomized rats that received
an atherogenic diet (NOAD), non-ovariectomized rats that received an atherogenic diet and oral
Nw-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (.-NAME; LEAD), and ovariectomized rats that
received an atherogenic diet and oral L-NAME (LOAD). Animals in the NEAD, NOAD, LEAD,
and LOAD groups also received methimazole and cholecalciferol daily. Urinary, biochemical,
hemodynamic, and electrocardiographic parameters and renal function were assessed. Samples of
the liver, heart, kidney, and arteries were collected to investigate redox status and perform
histopathological analyses. All of the groups developed dyslipidemia and hepatic steatosis. Only the
NEAD group developed arterial lesions that were compatible with fatty streaks. Renal function was
significantly impaired in the LEAD and NOAD groups. These results indicate a viable alternative to
induce atherogenesis and hepato-renal impairment in female rats.

Keywords: atherosclerosis; dyslipidemia; hepatic steatosis; kidney failure

1. Introduction

Atherosclerosis is a multifactorial condition that is associated with chronic inflammatory lesions
in the arterial wall. One of the main triggers of atherosclerosis is dyslipidemia, but a wide range
of extra-dietary factors may also be involved, including hypertension, smoking, and a sedentary
lifestyle [1-3]. One of the main factors that is responsible for the genesis of this pathology is low-density
lipoprotein (LDL). The deposition of these molecules in the subendothelial space, followed by their
oxidation (oxLDL), can be considered a limiting step. Oxidized-LDL particles induce an inflammatory
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response that is mediated by interleukin (IL)-1 and IL-6, resulting in the activation of adhesion
molecules (intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), vascular adhesion molecule 1 (VCAM-1)) [4].
Thus, monocyte infiltration into the subendothelial space elicits macrophages that phagocytize oxLDL
molecules and become foam cells. The inflammatory response is also responsible for the migration
of smooth muscle cells that secrete extracellular matrix proteins [5]. More advanced plaques are
characterized by a necrotic center and neovascularization, covered by a thin fibrous cap that separates
the plaques from the bloodstream. Plaques may remain stable for years but can quickly become unstable,
disrupting and triggering thrombus formation and leading to a higher risk of acute cardiovascular
events [6]. Consequently, atherosclerosis may lead to renal impairment, coronary heart disease,
and stroke [1,7].

In addition to vascular injury itself, dyslipidemias are also involved in a wide range of diseases.
Several other organs may be affected by lipid imbalance, among which the heart, kidneys, and liver are
notable. The reduction of renal and hepatic function is an important factor that exacerbates subjacent
cardiovascular disease and increases its morbidity and mortality [8]. Moreover, steatosis is the main
cause of non-alcoholic fatty liver disease and is also associated with higher long-term mortality [3].

Therapeutic approaches for the treatment of dyslipidemia and atherosclerosis have changed
radically in recent decades, mainly through a better understanding of the pathophysiological basis
of the disease [9]. This advance has undeniably stemmed from basic biomedical research that has
provided a better understanding and identification of new therapeutic targets [10]. One of the main
problems of existing animal models, however, is their limited ability to reproduce many important
pathophysiological aspects of the disease. Some models are promising and easily reproducible,
but others have no resemblance to disease progression in humans [11]. Well-established animal models
are generally based on the formation of atheromatous plaques that are induced by high-cholesterol diets
and genetic manipulation of the pathways that are involved in cholesterol transport and metabolism.
The most commonly used animal species for research on atherosclerosis and comorbid pathologies are
guinea pigs, hamsters, rabbits, rats, and mice [12]. However, rodents generally have high resistance
to the development of atherosclerotic plaques. Murine genetic models are currently the most widely
used in preclinical research because they may exhibit different stages of the disease through the
activation or inhibition of specific cells or biological pathways. The most used genetic models for
studying atherosclerosis are apolipoprotein E homozygous knockout (apoE™~) and LDL receptor
homozygous knockout (LDLR™~) models [13]. Despite the speed at which these models develop the
disease, they do not accurately reproduce pathophysiological conditions that determine evolution of
the disease in humans. Thus, there is currently an important gap in the development of non-genetic
rodent models to study the disease. Associations between multiple risk factors (e.g., diet, gender,
environmental factors, pharmacological manipulations, and associated pathological conditions) appear
to be a plausible alternative to mimic the prevalent conditions that are observed in humans [14].
Therefore, the main objective of the present work was to develop a predictive model to induce
atherogenesis and hepato-renal impairment in female rats. We also evaluated the impact of estradiol
and nitric oxide (NO) in the proposed models.

2. Materials and Methods

2.1. Drugs

The following drugs, salts, and solutions were used: ketamine hydrochloride (Syntec, Sao Paulo, SP,
Brazil), xylazine hydrochloride (Syntec, Sao Paulo, SP, Brazil), and heparin (Hipolabor, Belo Horizonte,
MG, Brazil). Nw-nitro-r-arginine methyl ester hydrochloride (.-NAME), phenylephrine (Phe),
sodium nitroprusside, acetylcholine, NaCl, KCI, CaCl,, MgSO4, NaHCO;, KH,POy, dextrose,
ethylenediaminetetraacetic acid, cholesterol, cholecalciferol, colic acid, and methimazole were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). All of the other reagents were obtained
in analytical grade.
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2.2. Animals and Experimental Design

2.2.1. Animals

Twelve week old female Wistar rats, weighing 220-250 g, were housed in plastic cages with
environmental enrichment at 22 + 2 °C and 55% + 10% humidity under a 12 h/12 h light/dark cycle.
The animals had ad libitum access to food and water. All of the experimental procedures were approved
by the Institutional Ethics Committee of Federal University of Grande Dourados (protocol no. 13/2018;
approved 22 March 2018) and conducted in agreement with the Brazilian Legal Framework on the
Scientific Use of Animals.

2.2.2. Ovariectomy

Female rats were intraperitoneally anesthetized with 100 mg/kg ketamine plus 20 mg/kg
xylazine. The animals then underwent laparotomy, and the two ovaries were gently removed.
The non-ovariectomized groups (including the control group) underwent laparotomy, but the ovaries
were not removed. After the surgical procedure, the animals were hydrated with saline solution (2 mL,
subcutaneously, single administration) and received the anti-inflammatory drug ketoprofen (5 mg/kg,
orally, every 12 h for 3 days) and antibiotic enrofloxacin (10 mg/kg, subcutaneously, single dose).

2.2.3. Groups and Induction of Atherogenesis and Hepato-Renal Impairment

The animals were randomly allocated to the following groups (n = 8/group): normotensive
and non-ovariectomized rats that received an standard diet (control rats), normotensive and
non-ovariectomized rats that received an atherogenic diet (NEAD), normotensive and ovariectomized
rats that received an atherogenic diet (NOAD), normotensive and non-ovariectomized rats that received
an atherogenic diet and oral .-NAME (25 mg/kg; LEAD), and normotensive and ovariectomized rats
that received an atherogenic diet and oral L-NAME (25 mg/kg; LOAD). The atherogenic diet had
the following composition: 64.4% standard diet, 0.5% cholesterol, 0.1% sodium cholate, 5% sucrose,
5% lard, 5% hydrogenated fat, and 20% egg powder. Animals in the NEAD, NOAD, LEAD, and LOAD
groups received oral methimazole (2 mg/kg) daily and four intraperitoneal injections (every 2 days)
of 175,000 IU/kg cholecalciferol at each dose [15]. All of the treatments were performed for 60 days.
Body weight gain was monitored throughout the experimental period.

2.3. Experimental Procedures

2.3.1. Renal Function Assay

These experiments were performed on the first day after beginning the treatments and at the
end of the experiment period (60 days). All of the animals were placed in metabolic cages for 24 h
with food and water ad libitum. Twenty-four hour urine volume, pH, and density were measured.
An aliquot was collected for electrolyte (sodium, potassium, calcium, chloride, and magnesium) and
creatinine determination.

2.3.2. Electrocardiography

At the end of the experiment period, the animals were intramuscularly anesthetized with 100 mg/kg
ketamine plus 20 mg/kg xylazine. After anesthesia, all of the rats underwent electrocardiography
(ECG) according to the methodology of Romao et al. [16]. Using four alligator clips, the electrodes
were positioned on the animal’s two forelimbs and two hindlimbs. An acclimatization period of 5 min
elapsed, and ECG waves were recorded for 5 min. Electrocardiography was recorded using a 12-lead
ECG recorder (WinCardio, Micromed, Brasilia, Brazil) [16].
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2.3.3. Blood Pressure Measurement

After ECG recording and while under deep anesthesia, systolic blood pressure (SBP) and mean
arterial pressure (MAP) were determined by the direct method according to Gasparotto Junior et al. [17].
A subcutaneous injection of heparin (30 IU) was first administered. The left carotid artery was then
isolated, cannulated, and connected to a pressure transducer that was coupled to a PowerLab system
with Chart7.1 software (ADInstruments, Castle Hill, Australia), and SBP, DBP (diastolic blood pressure),
and MAP were recorded for 20 min.

2.3.4. Renal and Mesenteric Vascular Bed Reactivity

After the direct blood pressure measurements, the mesenteric vascular bed (MVB) and left kidney
were isolated and prepared for perfusion according to previously described methods [18]. The renal
artery was first cannulated, followed by cannulation of the superior mesenteric artery. The kidney
and MVB were removed, isolated, coupled in a perfusion system, and continuously perfused with
physiological saline solution (PSS; 119 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 2.4 mM CaCly, 1.2 mM MgSQOy, 25.0 mM
NaHCO;3, 1.2 mM KH,POy, 11.1 mM dextrose, and 0.03 mM ethylenediaminetetraacetic acid) that
was aerated with 95% O, and 5% CO, at a constant flow rate of 4 mL/min. Changes in perfusion
pressure (PP; mmHg) were captured by a pressure transducer that was connected to the PowerLab
system and Chart 7.1 software (ADInstruments, Castle Hill, Australia). After a stabilization time
of 30 min, tissue integrity was assessed with a bolus injection of KCI (120 mmol). Different doses
of Phe were then administered in the MVB (1, 3, 10, and 30 nmol, 10-30 puL) and kidney (0.1, 0.3, 1,
and 3 nmol, 10-30 pL) preparations. Angiotensin II (Angll) was administered only in the kidney
preparations (1, 3, 10, and 30 pmol, 10-30 pL). After a new stabilization time of 30 min, the tissues were
continuously perfused with PSS plus 3 uM Phe to induce a prolonged increase in perfusion pressure.
After stabilization of the contractile process, vascular reactivity to acetylcholine (Ach; MVB: 1, 3, 10,
and 30 pmol; kidneys: 0.03, 0.1, 0.3, and 1 nmol) and sodium nitroprusside (SNP; MVB: 0.1, 0.3, 1,
and 3 pmol; kidneys: 0.3, 1, 3, and 10 nmol) was evaluated. A 10 min period elapsed between each
drug administration. At the end of the experiments, the animals were euthanized by deep anesthesia
in a saturation chamber (isoflurane with >20% saturation).

2.3.5. Biochemical Analyses

Immediately before euthanasia, blood samples were collected from the previously cannulated left
carotid artery. Serum was obtained by centrifugation at 1500 g for 10 min. Alanine aminotransferase
(ALT), aspartate aminotransferase (AST), indirect bilirubin, direct bilirubin, total bilirubin, total protein,
albumin, globulin, the albumin/globulin ratio, creatinine, urea, triglycerides (TG), total cholesterol
(TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), alkaline phosphatase, y-glutamyl transpeptidase
(GGT), sodium, calcium, magnesium, chloride, and potassium levels were measured using an
automated biochemical analyzer (Roche Cobas Integra 400 plus). Low-density lipoprotein cholesterol
(LDL-C) and very-low-density lipoprotein cholesterol (VLDL-C) were calculated according to the
Friedwald formula [5]. Serum oxLDL, nitrotyrosine (NT), soluble VCAM-1 (sVCAM-1), soluble ICAM-1
(sICAM-1), IL-1B, and IL-6 levels were measured using an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA; BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Malondialdehyde (MDA) levels were measured using an
MDA assay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). Estradiol, thyroid-stimulating hormone
(TSH), and free triiodothyronine (T3) were measured using a chemiluminescence immunoassay.
Hepatic triglyceride content was measured using a previously described method [19].

2.3.6. Relative Organ Weight

After euthanasia, the heart, right kidney, and liver were cleaned, weighed, and longitudinally
sectioned. The relative organ weight was determined as the following: Relative Weight (RW)% =
absolute organ weight X 100/body weight.
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2.3.7. Tissue Redox Status

Samples of the aorta, heart (ventricular muscle), and right kidney were homogenized in phosphate
buffer (pH 6.5) and centrifuged at 5269 g for 20 min at 4 °C. Different dilutions were used for each
tissue. The following enzymes were evaluated in the supernatant: catalase (CAT; according to [20])
and superoxide dismutase (SOD; according to [21]). Lipoperoxidation (LPO) rate was measured using
the FOX2 method adapted by Jiang et al. [22]. The results were expressed as the amount of protein
in the homogenates. The protein concentration of the samples was determined using the Bradford
method [23].

2.3.8. Histopathology and Morphometry

Parts of the left ventricle, right kidney, liver, subclavian artery, and right carotid artery were
placed in 10% buffered formalin. The samples were then dehydrated in alcohol, cleared with xylene,
and embedded in paraffin. The samples were sectioned (5 mm) and stained with hematoxylin-eosin and
orcein (arteries) and examined under a light microscope. Right and left ventricles and interventricular
septum were measured. The intima layer of the subclavian and carotid artery was also measured.
We assembled several blades with the entire arterial branch. All neointimal formations were identified
per slide. For each atherosclerotic formation, six lines of division were established. For each neointimal
formation, we performed six measurements, and one mean for each slide was calculated. When all of
the slides were evaluated, a new mean for each animal was calculated. The area of the microscope was
adjusted using an ocular micrometer with a 100X objective to determine the size of the field per square
micrometer (um?). All images were obtained and evaluated using Motic Images Plus 2.0 software.

2.4. Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s
post hoc test. The results are expressed as the mean + standard error of the mean (SEM) of n = 8 animals
per group. Values of p < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Renal Function

Different urinary parameters in the various groups over 60 days of treatment are presented in
Table 1. Animals in the LEAD and LOAD groups presented significantly lower urinary chloride,
potassium, and sodium levels compared with the control group. The LOAD group exhibited significantly
lower urinary creatinine levels than the control group.

Table 1. Urinary parameters in the various groups over 60 days of treatment.

Parameter NEAD NOAD LEAD LOAD Control
Urinary volume (mL/100 g/24 h) 12.54 +4.70 16.04 +5.35 19.42 + 8.19 15.21 + 1.58 12.6 +2.30
Chloride (mmol/dL) 1715+ 1292 13679 +22.05  8237+1125% 7350+11.812 141.07 + 18.31
Magnesium (mg/dL) 20.45 + 8.56 3253 +7.81 19.465 + 8.78 21.26 +10.70 14.57 + 4.04
Potassium (mmol/L) 11220 +£19.62 12442 +31.72 7093 +£2854% 6517 +£17.91%  140.16 + 14.25
Sodium (mEgq/L) 108.68 £29.89 127.72+12698  75.62+1533?  63.08 +16.45% 120.32 +13.13
Calcium (mg/dL) 45.47 +10.31 54.26 +21.53 32.85+9.34 47.32 £19.83 26.72 + 8.10
Creatinine (mg/dL) 40.71 + 24.74 49.74 +21.17 30.38 +11.34 28.03 +6.43° 54.47 + 6.30
pH 6.16 + 0.48 6.03 £ 0.56 6.33 +0.10 6.03 +0.20 7.1+043

The data are expressed as the mean + SEM of n = 8 rats per group compared with the control group (* p < 0.05)
using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. LEAD, normotensive and non-ovariectomized
rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol, and oral Nw-nitro-L-arginine methyl ester
hydrochloride (1.-NAME); LOAD, normotensive and ovariectomized rats that received the atherogenic diet,
methimazole, cholecalciferol, and L-NAME; NEAD, normotensive and non-ovariectomized rats that received the
atherogenic diet, methimazole, and cholecalciferol; NOAD, normotensive and ovariectomized rats that received the
atherogenic diet, methimazole, and cholecalciferol.
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3.2. Electrocardiographic Parameters

No significant electrocardiographic changes were observed among the different experimental
groups (Table 2).

Table 2. Electrocardiographic parameters in the various groups over 60 days of treatment.

Parameter NEAD NOAD LEAD LOAD Control
PR segment (ms) 4529 +1.59 49 + 3.86 4529 +3.61 425 +290 46.67 £2.72
QRS segment (ms) 39.57 £ 1.67 36 + 0.95 38.71 + 1.80 37.8 +1.06 37.89 +£1.36
QT segment (ms) 131.6 + 9.41 141 +9.41 1417 + 10.61 1324 +£11.17 134.1 £7.66
QTC segment (ms) 2349 +15.69 256.1 +£12.92 261.3 +25.07 242 +18.44 232.7 £9.891
P wave (mV) 0.063 + 0.003 0.083 + 0.011 0.084 +0.01 0.089 + 0.006 0.084 + 0.004
Qwave (mV) -0.013+0.002 -0.011+0.001 -0.011+0.001 -0.012+0.001  -0.011 + 0.002
R wave (mV) 0.38 +0.02 0.43 + 0.04 0.38 + 0.04 0.37 £ 0.02 0.37 £ 0.01

The data are expressed as the mean + SEM of n = 8 rats per group. Statistical analyses were performed using
one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. LEAD, normotensive and non-ovariectomized rats that
received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol, and 1-NAME; LOAD, normotensive and ovariectomized
rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol, and L-NAME; NEAD, normotensive and
non-ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, and cholecalciferol; NOAD, normotensive
and ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, and cholecalciferol. mV, millivolt;
ms, millisecond.

3.3. Blood Pressure and Heart Rate Values

Blood pressure and heart rate data in the different groups are presented in Table 3. We found a
significant increase in SBP only in the LOAD group when compared with the control.

Table 3. Blood pressure and heart rate values in the various groups over 60 days of treatment.

Parameter NEAD NOAD LEAD LOAD Control

DBP (mmHg) 63.24 +4.26 60.42 +5.12 60.25 + 4.32 58.82 + 3.31 61.88 + 3.84

SBP (mmHg) 100.55 £9.05 100.74 +10.88 109.24 +6.77 117.3+3.88° 99.7 £ 443

MAP (mmHg) 84.95 + 6.33 69.26 + 3.98 83.33 + 4.64 75.86 + 3.51 68.84 + 6.24
HR (bpm) 2149 +19.16  211.6+169  1595+1142 2068+1535 1753 +7.319

The data are expressed as mean + SEM of n = 8 rats per group compared with the control group (* p < 0.05)
using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. DBP, diastolic blood pressure; HR, heart rate.
LEAD, normotensive and non-ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol,
and 1-NAME; LOAD, normotensive and ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole,
cholecalciferol, and L-NAME; MAF, mean arterial pressure; NEAD, normotensive and non-ovariectomized rats that
received the atherogenic diet, methimazole, and cholecalciferol; NOAD, normotensive and ovariectomized rats that
received the atherogenic diet, methimazole, and cholecalciferol; SBP, systolic blood pressure;

3.4. Biochemical Analyses

Biochemical parameters in the various experimental groups over 60 days of treatment are presented
in Table 4. The LEAD and LOAD groups exhibited a significant increase in serum globulin levels and
the albumin/globulin ratio compared with the control. Serum TG, TC, LDL-C, VLDL-C, and HDL-C
levels significantly increased in the NEAD, NOAD, LEAD, and LOAD groups. HDL-C levels were
significantly higher in the NOAD, LEAD, and LOAD compared with the NEAD group. LDL-C levels

were significantly higher in the NEAD group when compared with all of the other experimental groups.

Hepatic TG values were also significantly higher in the NEAD, NOAD, LEAD, and LOAD groups
compared with the control.
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Table 4. Biochemical parameters in the various groups over 60 days of treatment.
Parameter NEAD NOAD LEAD LOAD Control
Total protein (g/dL) 6.21 +0.83 6.51 + 1.14 6.62 + 0.48 6.64 + 0.66 6.24 +0.59
Albumin (g/dL) 3.61 + 0.42 3.85+0.72 3.53 +0.45 3.64 + 0.52 410 +0.35
Globulin (g/dL) 2.60 + 0.51 2,65+ 0.53 3.08 £0.26 * 3.01+0.16° 212 +0.18
Alb/Glob 1.42 +£0.28 1.47 +0.26 1.15+0.19® 1.22 +£0.13° 1.91 +0.13
AST (U/L) 120.71 + 46.02 127.72 + 103.50 116.14 + 52.50 124.12 + 46.75 171.83 + 43.21
ALT (U/L) 56.18 + 14.51 83.42 + 98.50 57.5 +19.98 58.65 + 10.56 82.77 +19.20
GGT (U/L) 1.71 £ 0.75 1.57 + 0.78 1.45 + 0.89 0.87 + 0.69 1.62 +0.74
AP (U/L) 114.57 + 39.13 114.14 + 49.49 124.6 + 40.97 113.12 + 54.65 103.25 + 65.22
IB (mg/dL) 0.035 £+ 0.021 0.031 + 0.015 0.036 +17.98 0.041 + 0.014 0.033 + 0.014
DB (mg/dL) 0.013 + 0.008 0.017 + 0.019 0.026 + 0.018 0.016 + 0.013 0.015 + 0.009
TB (mg/dL) 0.045 + 0.021 0.048 + 0.016 0.062 + 0.013 0.057 + 0.023 0.048 + 0.018
TG (mg/dL) 156.11 + 10.03 2 177.22 + 15122 14722 + 12,032 150.19 £ 11.152 69.12 + 7.11
Hepatic TG (mmol/L) 125.11 + 5.08 2 123:82:%:2:52.2 138:11 %:7.91 8 14530 + 7.24 @ 95.31 +4.73
TC (mg/dL) 168.14 £ 25.332 161.57 +£39.04 2 197 £29.022 160.25 £ 25.12 2 61.37 + 14.02
HDL-C (mg/dL) 4021 +8.212 81.29 £ 93234 9297+10112d  80.71 +9.212d 27.12 +7.04
VLDL-C (mg/dL) 3363 +7.712 3544 +£4.7772 2944 +401° 30.04 £3452 13.82 + 3.22
LDL-C (mg/dL) 96.8 +9.323bce 453315122 76.11 +7.012 50.21 +4.112 20.01 +2.33
oxLDL (ng/mL) 0.80 +0.10° 0.92 +0.092 1.32+011°2 207 +0.13 abcd 0.24 + 0.05
NT (umol/L) 0.020 + 0.002 2 0.021 + 0.003 2 0.023 + 0.003 2 0.025 + 0.004 2 0.011 + 0.002
MDA (mmol/L) 3.00+0.11° 3.13+0.14° 3.53+022° 415+0.332 213 +0.19
sVCAM-1 (ng/L) 398 +0.122 3.13 £ 0.37 3.78 +0.17 2 4.00+0212 250+ 0.11
sICAM-1 (ng/L) 820+1.162 6.16 +1.24 8.72+0.9472 8.70 £ 1.032 4.01 £ 0.57
IL-6 (ng/L) 301.55 £403? 250.54 = 45.1 300.11 £334 2 334.23 +223 3¢ 165.21 £22.2
IL-1B (pg/mL) 430.17 +£30.1 2 390.32 + 44.2 460.22 +30.12 521.17 +30.1 2¢ 333.45 £ 403
Creatinine (mg/dL) 0.36 + 0.06 0.39 £ 0.13 0.42 + 0.02 0.39 = 0.076 0.34 + 0.09
Urea (mg/dL) 47.02 = 10.09 38.92 + 6.16 50.22 + 0.07 45.07 £9.34 52.06 +11.34
Sodium (mmol/L) 136.28 + 5.87 135.85 + 10.76 141.4 +5.27 143.37 + 6.73 142.37 + 6.04
Calcium (mg/dL) 11.41 + 0.85 11.2 + 1.70 11.46+ 0.36 11.62 + 0.85 10.55 + 0.77
Potassium (mmol/L) 495 +1.33 4.37 +1.01 5.36 + 0.77 4.27 + 0.66 4.03 +0.39
Magnesium (mg/dL) 2.45 + 0.42 242 +1.01 2.48 +0.22 219 £ 0.12 232 +0.14
Chloride (mmol/L) 98.14 + 5.14 97.85 + 6.36 102.8 + 4.81 104.87 + 3.39 103.87 + 3.87
Estradiol (pg/mL) 45.99 + 9.43 1.01+0312 55.01 + 10.02 098 +0.212 40.22 +11.21
Free T3 (ng/mL) 0.54 +0.14 0.60 + 0.11 0.51 + 0.09 0.48 + 0.08 0.50 + 0.10
TSH (ng/mL) 521 +0.54 512 +0.77 493 +0.59 5.01 + 0.92 4.75 +0.77

The data are expressed as mean + SEM of n = 8 rats per group compared with the control group (* p < 0.05),
LEAD group (° p < 0.05), NOAD group ( p < 0.05), NEAD group (¢ p < 0.05), and LOAD group (¢ p < 0.05) using
one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. ALT, alanine aminotransferase; AP, alkaline phosphatase;
AST, aspartate aminotransferase; DB, direct bilirubin; GGT, y-glutamyltransferase; HDL-C, high-density lipoprotein
cholesterol; IB, indirect bilirubin; IL-6, interleukin-6; IL-1p, interleukin-13; LDL-C, low density lipoprotein cholesterol;
LEAD, normotensive and non-ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol,
and -NAME; LOAD, normotensive and ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole,
cholecalciferol, and L.-NAME; MDA, malondialdehyde; NEAD, normotensive and non-ovariectomized rats that
received the atherogenic diet, methimazole, and cholecalciferol; NOAD, normotensive and ovariectomized rats that
received the atherogenic diet, methimazole, and cholecalciferol; NT, nitrotyrosine; oxXLDL, oxidized low-density
lipoprotein; sSICAM, soluble intercellular adhesion molecule-1; sVCAM-1, soluble vascular cell adhesion molecule-1;
T3, triiodothyronine; TB, total bilirubin; TC, total cholesterol; TG, triglycerides; TSH, thyroid-stimulating hormone;
VLDL-C, very-low-density lipoprotein cholesterol.

Oxidized LDL, MDA, and NT levels were significantly elevated in all of the experimental groups
compared with control-rats. The NEAD, LEAD, and LOAD groups exhibited significant increases in
sVCAM-1, sICAM-1, IL-6, and IL-1f levels compared with the control. As expected, estradiol levels
were significantly lower in ovariectomized animals.

3.5. Renal and Mesenteric Vascular Bed Reactivity

Phe, ACh, and SNP reactivity in the isolated and perfused MVB in the various groups are presented
in Table 5. The LEAD and LOAD groups exhibited higher Phe reactivity at 10 nmol compared with the
control group. Moreover, at 30 nmol, the NOAD, LEAD, and LOAD groups exhibited a significant
increase in Phe reactivity compared with the NEAD and control groups. Acetylcholine reactivity
significantly decreased in the LOAD group at all doses tested compared with the NEAD, NOAD, LEAD,
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and control groups. Similarly, the LEAD group exhibited a significant decrease in ACh reactivity at

10 pmol.

Table 5. Mesenteric vascular bed reactivity in the various groups over 60 days of treatment. The data

are presented as perfusion pressure variation (mmHg) after Phe, ACh, and SNP administration.

Phe (nmol) NEAD NOAD LEAD LOAD Control
1 1.74 + 0.26 1.69 + 043 1.51 + 0.33 1.60 + 0.23 2.05 + 0.32
3 0.89 + 0.31 1.88 +0.91 1.78 + 0.83 1.57 + 0.50 1.05 +0.34
10 3.18 + 0.61 2.81 +0.99 45411232 470 +0.76® 1.75 + 0.57
30 1177 +442 2056 +4.83 34 24.70 + 7.15 a4 20.56 + 3.93 ad 8.07 +1.47
ACh (pmol)
1 -3.79 +1.00 —5.48 + 0.63 —-443 +0.87 —214+0303b¢  —418+0.83
3 -6.07 +0.90 -5.95 + 0.33 -6.03 +0.95 —3.14+0502bcd  _509 4+ 051
10 -491 +0.52 -4.62 +0.44 -1.92£0.832cd  _217+0552d 499+ 055
30 -1238+122 —11.377 +1.45 -12.02 +1.18 —-7.32+£0502Pcd  _10.19 + 0.86
SNP (pmol)
0.1 -5.06 +1.97 -3.61+1.71 -5.04+1.13 -2.96 +0.78 -3.89 + 1.63
0.3 -4.40 +1.76 —-3.50 + 0.78 —448 +2.39 -5.02+1.75 —-4.05 + 0.81
1 -536 +1.27 —4.58 +1.38 -515+1.01 —490 + 1.14 -439 +1.38
3 -440+1.76 —7.18 +2.00 —-5.80 +0.88 —-6.35 + 1.87 -6.82+143

The data are expressed as the mean + SEM of n = 8 rats per group compared with the control group
(* p<0.05), LEAD group (* p < 0.05), NOAD group (° p < 0.05), and NEAD group (¢ p < 0.05) using

one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test.

Ach, acetylcholine; LEAD, normotensive and

non-ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol, and r-NAME;
LOAD, normotensive and ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol,
and L-NAME; NEAD, normotensive and non-ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole,
and cholecalciferol; NOAD, normotensive and ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole,
and cholecalciferol; Phe, phenylephrine; SNP, sodium nitroprusside.

Renal vascular reactivity in the various groups over 60 days of treatment is presented in Table 6.
Isolated kidney preparations in the LOAD group exhibited a significant decrease in Phe reactivity.
At 1 nmol, Phe reactivity was significantly lower in the LOAD group than in the control, NEAD,

NOAD, and LEAD groups. Similarly, preparations that were obtained from animals in the LOAD
group exhibited a significant reduction of the constricting effects of Ang II (1 pmol) compared with
the control, NEAD, NOAD, and LEAD groups. All of the experimental groups exhibited a significant
reduction of the vasodilatory effects of ACh (0.1 nmol) compared with the control group.
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Table 6. Renal vascular reactivity in the various groups over 60 days of treatment. The data are
presented as perfusion pressure variation (mmHg) after Phe, Ang II, ACh, and SNP administration.

Phe (nmol) NEAD NOAD LEAD LOAD Control
0.1 1.39 + 0.67 1.07 + 0.68 1.84 + 0.46 0.44 £ 0.55 &€ 241 +0.58
0.3 232 £0.75 2.91 + 0.99 1.90 £ 0.29 1.80 + 0.48 249 +0.63
1 6.53 + 2.51 8.00 + 1.51 477 +0.99 2.02 + 0.51 abcd 6.96 + 1.77
4851 +£10.71  85.10 £ 11.96 67.50 + 6.51 56.85 + 7.40 65.03 + 12.83
Ang II (pmol)
1 25.32 +3.91 29.31 + 3.99 22.02+3.66 1533 +1.873bcd 2376 +2.32
3 33.93 £ 5.89 45.00 £ 5.33 44,60 £9.43 48.22 + 8.97 42.06 + 10.49
10 3343 +7.67 40.70 +7.99 47.39 + 11.99 3794 + 5.84 39.44 + 9.59
30 49.34 + 8.16 64.70 £ 7.93 82.17 + 13.08 68.55 +7.82 60.26 + 8.54
ACh (nmol)
0.03 -9.72 £ 226 —7.56 +2.90 -7.70 + 1.58 —6.69 + 1.54 —5.65 + 1.52
0.1 -590+1.128 -548+1733 -625+180%2 —6.67 + 0.992 -10.71 £ 0.66
0.3 -13.02+223 -11.99+183 -9.15+2.99 -15.36 + 2.71 -12.32 + 1.84
1 -17.07 +4.10 -21.85+298 -21.30+237 -18.42 +2.15 -19.91 + 243
SNP (nmol)
0.3 -899+167 -1011+120 -12.66+254 -9.02 + 0.99 -10.76 + 2.19
1 -9.27 +1.12 -9.09+169 -11.19+191 -11.94 +1.94 -8.00 + 2.39
3 -1099 +£155 -13.12+123 -1287+198 -135+1.1272 -14.36 £ 1.22
10 -1266 +1.05 -15.78+212 -14.51 +1.99 -14.24 +1.77 -15.95 +2.13

The data are expressed as the mean + SEM of 1 = 8 rats per group compared with the control group (* p < 0.05),
LEAD group (° p < 0.05), NOAD group (¢ p < 0.05), and NEAD group (¢ p < 0.05) using one-way ANOVA
followed by Bonferroni’s post hoc test. Ach, acetylcholine; Ang II, angiotensin II; LEAD, normotensive and
non-ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol, and -NAME;
LOAD, normotensive and ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol,
and t-NAME; NEAD, normotensive and non-ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole,
and cholecalciferol; NOAD, normotensive and ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole,
and cholecalciferol; Phe, phenylephrine; SNP, sodium nitroprusside.

3.6. Body Weight and Relative Weight of Heart, Kidney, and Liver

The initial and final body weight and relative weight of the heart and right kidney did not
show any statistically significant changes compared to the different experimental groups (Table 7).
The relative weight of the liver in the NEAD, NOAD, LEAD, and LOAD groups were significantly
increased when compared with the control group (Table 7).

Table 7. Body weight and relative weight of the heart, kidney, and liver in the various groups over

60 days of treatment.

Parameter NEAD NOAD LEAD LOAD Control
Initial body weight 237 + 16.12 232 +10.1 240 +19.21 249 +17.12 241 +18.32
Final body weight 287 +20.21 299 +22.21 283 +19.21 300 +22.21 267 +19.91

Heart 0.28 + 0.01 0.27 + 0.01 0.25 +0.02 0.25 + 0.02 0.26 +0.02
Kidney 0.33 + 0.02 0.32 +0.02 0.29 +0.02 0.31+0.01 0.31+0.01
Liver 416 £0.15° 4.64 0302 3.98 £0.20° 432+0272 3.17 £ 0.15

The data are expressed as mean + SEM of n = 8 rats per group compared with the control group (* p < 0.05) using
one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. LEAD, normotensive and non-ovariectomized rats that
received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol, and 1-NAME; LOAD, normotensive and ovariectomized
rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol, and L-NAME; NEAD, normotensive and
non-ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, and cholecalciferol; NOAD, normotensive
and ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, and cholecalciferol.
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3.7. Tissue Redox Status

The levels of SOD, CAT, and LPO in cardiac, renal, and arterial tissues are presented in Table 8.

In ventricular muscle, we found a significant increase in SOD and CAT levels in the LOAD group.
Similarly, in kidney tissue, the LOAD and NEAD groups exhibited a significant increase in SOD and
LPO levels. The LEAD group exhibited only an increase in LPO levels. The NOAD group exhibited
a significant reduction of CAT levels in renal tissue. In arterial tissue, the LOAD group exhibited
a significant increase in SOD, CAT, and LPO levels compared with the control group. Similarly,
the NEAD and LEAD groups exhibited significant increases in CAT levels. In arterial tissue, LPO levels
were significantly lower in the NOAD group than in the NEAD, LEAD, LOAD, and control groups.

Table 8. Tissue redox status in the various groups over 60 days of treatment.

Heart NEAD NOAD LEAD LOAD Control
SOD
(mmol/hydroperoxides/mg 2792 £1.90 27.98 +1.83 34.09 + 2.64 45.01 + 3,07 >4 25,67 +1.18
protein)
CAT (umol/min/mg protein) 272.8 + 46.7 221.1 + 32.62 3252+ 57.71 663.9 + 77.59 abed 2533 + 42 96
LPO (U/mg protein) 202.7 £35.26 129.6 +22.95 1349 + 27.62 144.5 £ 39.82 1647 +15.88
Kidney
SOD
(mmol/hydroperoxides/mg 54,59 + 6.38 A 12.27 + 1.63 14.79 + 1.40 68.04 + 14.43 abc 18.17 +4.54
protein)
CAT (umol/min/mg protein) ~ 1221.1+153.1 6954 + 41.9*0de  1071.2 + 1254 1302.3 +92.8 10384 + 116.0
LPO (U/mg protein) 262.9 +26.16 ¢ 83.44 + 1824 217.9 +£23.93 a¢ 274.6 +41.73¢ 108.4 +7.52
Aorta
SOD
(mmol/hydroperoxides/mg 2241+185 16.93 + 1.34 24.65 + 2.60 7842 +3.192bcd 2262 +0.81
protein)
CAT (umol/min/mg protein) ~ 618.3 + 73.07 ¢ 275.6 +22.74 5632 +7826%¢ 9527 +72553b0d 2382 +14.35
LPO (U/mg protein) 204'623f 68l 0511976004 12821£3222  28061+35399b 105,62+ 9.31

The data are expressed as the mean + SEM of 1 = 8 rats per group compared with the control group (* p < 0.05),
LEAD group (° p < 0.05), NOAD group ( p < 0.05), NEAD group (¢ p < 0.05), and LOAD group (¢ p < 0.05)
using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. CAT, catalase; LEAD, normotensive and
non-ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol, and L-NAME;
LOAD, normotensive and ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol,
and L-NAME; LPO, lipoperoxides; NEAD, normotensive and non-ovariectomized rats that received the atherogenic
diet, methimazole, and cholecalciferol; NOAD, normotensive and ovariectomized rats that received the atherogenic
diet, methimazole, and cholecalciferol; SOD, superoxide dismutase.

3.8. Cardiac and Arterial Morphometry

The interventricular septum and intimal layer of the subclavian and carotid arteries in the NEAD
group exhibited significant thickening compared with all of the other experimental groups (Table 9).
The right and left ventricles exhibited no significant changes in any of the groups.
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Table 9. Cardiac and arterial morphometry in the various groups over 60 days of treatment.

Parameter (um) NEAD NOAD LEAD LOAD Control
Right ventricle 5754 + 87.12 6885+£5579 6524 +1871 6664 +£19.87 6629 +£77.23
Left ventricle 2113 +122.23 2399 +101.20 1845+13820 1925 +81.08 1755 +201.21

IV septum 6044 +703.1120c¢ 2103+ 10371 1749 +4058 14341 +8652 1309.2 + 8851
SA (intima layer)  64.80 + 3.67 2P<¢ 3.10 £ 0.81 6.67 +0.81 4.54 +0.90 3.58 +£0.57
CA (intima layer) ~ 29.61 + 2.49 ab.ce 2.94 + 027 3.68 £0.35 3.10 £ 0.46 294 +029

The data are exgressed as the mean + SEM of n = 8 rats per group compared with the control group (* p < 0.05),
LEAD group (° p <0.05), NOAD group (“p <0.05), and LOAD group (¢ p < 0.05) using one-way ANOVA
followed by Bonferroni’s post hoc test. CA, carotid artery; IV, interventricular; LEAD, normotensive and
non-ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol, and 1-NAME;
LOAD, normotensive and ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol,
and 1-NAME; NEAD, normotensive and non-ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole,
and cholecalciferol; NOAD, normotensive and ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole,
and cholecalciferol; SA, subclavian artery.

3.9. Histopathological Analysis

Representative histological images of the liver, left ventricle, kidney, and arteries (subclavian and
carotid) in the various experimental groups are shown in Figures 1-5. All of the animals that received
the high-fat diet exhibited significant lipid accumulation in periportal and mediozonal hepatocytes,
with a discrete-to-moderate focus of mononuclear inflammatory infiltrate. The NEAD (Figure 1) and
LOAD (Figure 4) groups exhibited the diffuse formation of cytoplasmic lipid macro- and microvesicles
and slight random individual hepatocyte necrosis. In the NOAD (Figure 2) and LEAD (Figure 3) groups,
hepatic steatosis acquired a microvesicular aspect without displacing the cell nucleus. In cardiac
tissue in the NEAD (Figure 1) and LOAD (Figure 4) groups, we observed a focally extensive area of
fibrous tissue deposition that was associated with mild cardiac fiber necrosis and mild mononuclear
inflammatory infiltrates into the left ventricular myocardium near the endocardium. In the kidney in
the LOAD group, we found some areas of mononuclear inflammatory infiltrate and the presence of
eosinophilic amorphous material (Figure 4). Only the NEAD group exhibited atheromatous lesions
(Figure 1).

Liver, HE 40x Left ventricle, HE 40x Kidney, HE 40x

Figure 1. Cont.
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Subclavian artery, HE 20x

Carotid artery, I'1E 40x

Carotid artery, Orcein 40x

Figure 1. Representative cross-sections of the liver, left ventricle, kidney, and subclavian and carotid
arteries in the NEAD group. Black arrows indicate cardiac fibrosis, lipid macrovesicles in the
liver, and lipid striae in the arteries. HE, hematoxylin-eosin staining; NEAD, normotensive and
non-ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, and cholecalciferol.

Liver, HE 40x

Left ventricle, HE 40x

Kidney, HE 40x

Subclavian artery, HE 20x

Carotid artery, HE 20x

Carotid artery, orcein 40x

Figure 2. Representative cross-sections of the liver, left ventricle, kidney, and subclavian and
carotid arteries in the NOAD group. Black arrows indicate lipid macrovesicles in the liver.
HE, hematoxylin-eosin staining; NOAD, normotensive and ovariectomized rats that received the
atherogenic diet, methimazole, and cholecalciferol.

Liver, HE 40x

Left ventricle, HE 40x

Kidney, HE 40x

Figure 3. Cont.
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Subclavian artery, HE 40x Carotid artery, HE 20x Carotid artery, orcein 40x

Figure 3. Representative cross-sections of the liver, left ventricle, kidney, and subclavian and
carotid arteries in the LEAD group. HE, hematoxylin-eosin staining; LEAD, normotensive and
non-ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol, and L-NAME.

Liver, HE 40x Left ventricle, HE 40x Kidney, IE 40x

Subclavian artery, HE 40x Carotid artery, HE 20x Carotid artery, orcein 40x

Figure 4. Representative cross-sections of the liver, left ventricle, kidney, and subclavian and carotid
arteries in the LOAD group. Black arrows indicate cardiac fibrosis, lipid macrovesicles in the liver,
and inflammatory infiltrate in renal tissue. HE, hematoxylin-eosin staining; LOAD, normotensive and
ovariectomized rats that received the atherogenic diet, methimazole, cholecalciferol, and L.-NAME.
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Liver, HE 40x Left ventricle, HE 40x Kidney, HE 40x

Subclavian artery, HE 40x Carotid artery, HE 20x Carotid artery, orcein 40x

Figure 5. Representative cross-sections of the liver, left ventricle, kidney, and subclavian and carotid
arteries in the control group. HE, hematoxylin-eosin staining.

4. Discussion

Animal models cannot fully reproduce all stages of the development of atherosclerosis in humans.
However, in many cases, they can predict important pathophysiological mechanisms of the disease
and assist in the identification of new therapeutic targets [14]. Non-genetic rodent models (unlike
rabbits) are unable to form short-term atherosclerotic plaques with a high-fat diet (HFD). Therefore,
most rodent models consist of a combination of high cholesterol or a HFD and the administration of
suprapharmacological doses of vitamin D3 or antithyroid drugs [24]. Several studies to date have
utilized mixed models with a notable lack of consensus on precise dietary ingredients and exposure
times (e.g., 6-17 weeks). Additionally, no consensus has been reached with regard to animal age,
cholesterol or fat content, pharmacological adjuvants, and the presence or absence of sex hormones
and hypertension, among other factors [24]. Given these discrepant data, we performed a 60 day
treatment regimen that was based on two assumptions. First, when using rats in different models of
heart disease, functional changes occur rapidly (within 1 or 2 weeks), but structural changes tend to
appear later (e.g., after 6-8 weeks) [25]. Second, when using other non-rodent species, such as rabbits,
significant results have been obtained after 60 days of dietary exposure [26].

Despite the fact that females are known to have specific cardiovascular characteristics,
the treatments that are specifically directed toward this gender are nonexistent [27]. Additionally,
there is a dearth of animal models of atherosclerotic disease for this genus. Estradiol has antioxidant
and cardioprotective effects, but the scientific community has a tendency to test only male animals [28].
In fact, a recent review of non-genetic rat models for atherosclerosis research reported only one study
that was conducted with females [24]. Thus, we used the same HFD associated with methimazole
and cholecalciferol in the four experimental groups (NEAD, NOAD, LEAD, and LOAD). However,
in two groups (NOAD and LOAD), we removed the ovaries to mimic the clinical condition that occurs
after menopause in women. In one group with ovaries (LEAD) and another group without ovaries
(LOAD), we also administered the NO synthase inhibitor .-NAME to reduce the body supply of NO,
an important vasodilator and antioxidant and antiplatelet agent [29]. No studies of which we are
aware have used L-NAME in the proposed model. We included L-NAME to increase LDL oxidation,
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a limiting step in atheromatous plaque formation. Additionally, NO is an important endothelial
mediator that controls vascular tone, and NO inhibition can induce endothelial dysfunction that
precedes atherosclerotic lesions [30].

In rodents, a standard HFD alone is incapable of inducing more advanced stages of atherosclerosis.
Data have shown that an HFD leads only to earlier events of the disease, such as slight thickening of
the intimal layer of the arteries [31]. Thus, we expanded the diet to reduce total purified cholesterol
and included 20% egg powder, offering a higher content of protein and other fat sources. We also
added sucrose and hydrogenated fat. Several studies indicate that diets that are rich in sucrose or
hydrogenated fat may induce endothelial dysfunction, raise blood pressure, and cause long-term
cardiovascular and renal complications [32,33]. In addition to diet, one alternative to reduce rodent
resistance to atherosclerosis is the co-administration of drugs that favor development of the disease.
Studies have shown that the co-administration of cholecalciferol facilitates the induction of significant
vascular and soft tissue calcifications [34]. Another synergistic effect can be obtained with a drug that
reduces metabolism in animals. The use of antithyroid drugs (e.g., methimazole and propylthiouracil)
has shown promising results. Fu et al. [35] reported that male Sprague-Dawley rats that were
treated with cholecalciferol (600,000 IU/kg) combined with a HFD (81.3% basic feed, 10% lard,
3% cholesterol, 0.5% sodium cholate, and 5% sugar) and 0.2% propylthiouracil (for 17 weeks) developed
dyslipidemia and lipid striae in different arterial branches. Additionally, signs of atherogenesis were
observed in rats with a shorter exposure time (10 weeks) after treatment with cholecalciferol (70 U/kg,
continuous administration for 3 days), propylthiouracil (0.7%), and a HFD (80.3% normal diet, 11% fat,
4.5% cholesterol, 1.5% sodium cholate, and 4% refined sugar) [36].

Although all the models proposed in this study have induced relevant pathophysiological changes,
including dyslipidemia and steatosis, one fact caught our attention. Only the NEAD group showed
increased LDL-C and significant atherosclerotic lesions. Several data have shown that estrogen
promotes natural protection to the endothelium and is related to the decrease of serum cholesterol,
especially LDL-C. This natural protection occurs through the regulation of anti-atherogenic agents,
such as nitric oxide and indirect effects on the liver [37]. In humans, estrogens lower circulating LDL-C
and increase HDL-C [38]. On the other hand, it is currently known that estrogen has been shown to
lower hepatic and plasma proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) levels in animals and
humans. Changes in circulating PCSK9 contribute to the established increase in LDL-C [39]. In fact,
PCSK9 regulates LDL-C by promoting the endosomal/lysosomal degradation of the LDL-C receptor
(LDLR) [40]. We think that the probable cause of the contradictory results may be associated with the
hepatic alterations induced by an HFD. Hepatic steatosis modulates lipid regulatory genes, including
PCSK9 and the LDLR, contributing to increasing LDL-C levels and atherosclerosis [41].

Another significant difference among the present experimental models involved cardiovascular
hemodynamics. Interestingly, .-NAME raised blood pressure only in the LOAD group. This is
likely attributable to the fact that non-ovariectomized females (LEAD group) had high levels
of circulating estradiol, which likely contributed to the observed cardioprotective effects [28,42].
As expected, we observed higher Phe reactivity and lower ACh reactivity in the mesenteric vessels in
the L-NAME-treated groups, with even more pronounced effects in ovariectomized animals (LOAD
group). This was mainly attributable to the antioxidant effects of estradiol, which exerts protective
effects on endothelial function even in the absence of NO [43]. Although these results show an
increase in cardiovascular risk factors in the LOAD group, these changes do not specifically reflect
atherosclerotic lesions. The effects on local oxidative stress and LDL-C and HDL-C levels may play a
more important role in this case.

Some of the data on cardiac architecture were also interesting. Although we did not detect any
significant electrocardiographic alterations, we also observed important cardiac structural changes,
including fibrosis and hypertrophy, especially in the NOAD group. Hypertension is a well-known
risk factor for the development of ventricular hypertrophy. In the present study, only the LOAD
group exhibited a significant increase in SBP. Nevertheless, no trace of cardiac muscle hypertrophy
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was found in this group. We believe this was attributable to the slight elevation of blood pressure
and the time of exposure to these hemodynamic changes [44]. It is unclear whether cholesterol
alone is sufficient in causing cardiac hypertrophy. Several studies have shown that cholesterol
loading significantly increases the cellular surface area and upregulates the hypertrophy marker
gene 3-myosin heavy chain. Cholesterol loading alone activates the extracellular signal-regulated
kinase (ERK)/mitogen-activated protein kinase (MAPK) and phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/AKT
pathways. Conversely, cholesterol-induced hypertrophic features, such as an increase in cell surface area
and the expression of 3-myosin heavy chain mRNA, are markedly inhibited by the PI3K kinase inhibitor
LY294002. Therefore, cholesterol may play a key role in the development of cardiac hypertrophy
through activation of the PI3K/AKT pathway [45].

In general, renal function in the experimental groups was significantly influenced by .-NAME
administration. The administration of L-NAME in the proposed models did not improve the atherogenic
profile and actually aggravated renal function. Concentric inflammatory areas in the kidneys were
commonly observed among the histological findings in these animals. L-NAME may reduce renal
function by causing less dilation of the efferent arteriole and reducing glomerular perfusion pressure
and filtration rate [46]. Thus, in the proposed model, the addition of L-NAME had a greater impact on
renal function than on the development of the atherosclerotic process.

The present study had two important limitations. First, during execution of the protocols, we could
not determine why only the NEAD group exhibited higher LDL levels and lower HDL levels if the diet
that was offered to the animals was the same. The presence of estradiol and absence of L-NAME may
be a possible reason, but further studies are needed to examine this possibility. Second, the use of more
effective methodologies to raise blood pressure could have been employed. The use of spontaneously
hypertensive rats or animals with renovascular hypertensive may be promising, which would simulate
conditions that are closer to the human condition. Nevertheless, the present findings reveal a
new non-genetic rat model of atherosclerotic disease that may contribute to further research on the
prevention, staging, and regression of atherosclerosis and its comorbidities.

5. Conclusions

The present study identified a viable alternative to induce atherogenesis and hepato-renal
impairment in female rats. Although the absence of estradiol and inhibition of NO synthesis did not
directly affect hepatic changes or atherosclerotic plaque formation, renal function appeared to be highly
dependent on NO levels.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo identificou uma alternativa viavel para induzir aterogénese e
comprometimento hepato-renal em ratos fémeas. A dieta aterogénica padronizada e adaptada,
se mostrou eficiente na inducéo de dislipidemia e formacéo de placas ateroscleroticas, quando
associadas com outros fatores. Embora a auséncia de estradiol e a inibicdo da sintese de NO
ndo afetem diretamente as alteracfes hepaticas ou a formacao da placa aterosclerotica, a funcéo
renal parece ser altamente dependente dos niveis de NO. A presenca de estradiol nesse estudo,
ao contrario de muitos estudos, ndo demonstrou sua eficacia cardioprotetora, mas sim uma
atividade coadjuvante intencificando o quadro de dislipidemia e aumentando as chances de
formacgéo de aterosclerose.

Apesar da eficicia do modelo, existe a possibilidade de aprimoramento, alterando as
formas de inducéo de hipertensao como co-fator para inducéo de aterosclerose. Novos estudos,

utilizando tratamentos, necessitam ser realizados para testar e eficdcia do modelo.



7 ANEXO

7.1 Aprovacéo do Comite de Etica do Uso de Animais em pesquisa (CEUA)
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