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RESUMO 

 
DAMY, S. B. Associação entre infecção experimental por Mycoplasma pneumoniae e/ou 
Chlamydophila (Chlamydia) pneumoniae e a intensidade das lesões ateroscleróticas da 
aorta, em camundongos C57BL/6 apoE KO, com ênfase na diferença entre os sexos. 
[Association between experimental infection by Mycoplasma pneumoniae and/or 
Chlamydophila (Chlamydia) pneumoniae and intensity of atherosclerotic lesions in the aorta 
of C57BL/6 apoE KO mice, with emphasis on the difference between sexes].  2006. 96 f. 
Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2006. 
 
 
Os mecanismos pelos quais os agentes infecciosos, independentes ou não de meio ambiente 

permissivo, podem promover a aterogênese e as manifestações clínicas não estão 

completamente esclarecidos. Apesar das numerosas publicações demonstrando a presença de 

antígenos ou DNA de agentes infecciosos nas placas de ateroma, a questão se o agente 

infeccioso pode iniciar o processo aterosclerótico ou agravá-lo permanece sem resposta, 

possibilitando o aprofundamento das pesquisas neste assunto. Desta forma, este trabalho tem 

como objetivo estudar se a infecção experimental, por C.pneumoniae e/ou M.pneumoniae, em 

camundongos C57BL/6 apoE KO induziria ou afetaria a intensidade e a característica de 

vulnerabilidade da placa ateromatosa, de acordo com o sexo e/ou a dieta rica em colesterol. 

Métodos: um grupo de camundongos recebeu dieta enriquecida com 1% de colesterol 

(hiperlipidêmica), e o outro ração com formulação adequada para espécie (normolipidêmica), 

desde os dois meses de idade. Aos 8 meses de idade foram subdivididos, inoculados com 106 

UFI de C.pneumoniae e/ou 106 UFC de M.pneumoniae, por via intraperitoneal, reinoculados 

um mês após e sacrificados aos 10 meses de idade. Para análise histopatológica secções 

transversais das aortas torácicas foram processadas para emblocamento em parafina, cortadas 

com 5 μm de espessura e coradas pelas técnicas de hematoxilina-eosina e tricrômico de 

Masson. As medianas das variáveis: altura da placa, área da placa, área de gordura da placa, 

área da artéria, área da luz e porcentagem de obstrução da luz da artéria dos diferentes grupos 

foram submetidas ao teste de Mann Whitney, com o nível de rejeição de 5%.  Resultados: a 

infecção por C.pneumoniae e/ou M.pneumoniae causou agravamento da aterosclerose tanto 

em camundongos C57BL/6 apoE KO machos quanto em fêmeas. No entanto, as fêmeas 

infectadas somente com M.pneumoniae evoluíram com placas mais instáveis, representadas 

por maior remodelamento positivo. A co-infecção por C.pneumoniae e M.pneumoniae induziu 

placas mais estáveis, ou seja, com menor conteúdo de gordura e sem remodelamento, tanto 

nos machos quanto nas fêmeas. A introdução de dieta rica em colesterol levou ao não 

 



 

desenvolvimento de remodelamento positivo do vaso nas fêmeas infectadas por 

M.pneumoniae, mas sim nas co-infectadas por C.pneumoniae e M.pneumoniae que 

apresentaram placas mais instáveis, por serem mais volumosas e com maior conteúdo de 

gordura. Nos machos houve desenvolvimento de placas mais gordurosas nos infectados por 

C.pneumoniae. Conclusão: A infecção por C.pneumoniae e/ou M.pneumoniae em 

camundongos C57BL/6 apoE KO levou ao desenvolvimento ou agravamento de placas de 

aterosclerose, com diferenças em relação a intensidade e padrões de vulnerabilidade de acordo 

com o sexo versus o tipo de agente infecciosos. Os subgrupos infectados de fêmeas 

apresentaram maior agravamento da aterosclerose do que os machos. A dieta rica em 

colesterol agravou a intensidade da aterosclerose e mudou os padrões de vulnerabilidade dos 

subgrupos infectados. 

 
Palavras-chaves: Aterosclerose. C.pneumoniae. M.pneumoniae. C57BL/6 apoE KO. 

Colesterol. 
 

 



 

ABSTRACT 
 
 
DAMY, S. B. Association between experimental infection by Mycoplasma  pneumoniae 
and/or Chlamydophila (Chlamydia) pneumoniae and intensity of atherosclerotic lesions 
in the aorta of C57BL/6 apoE KO mice,  with  emphasis   on  the difference between 
sexes [Associação entre infecção experimental por Mycoplasma pneumoniae e/ou 
Chlamydophila (Chlamydia) pneumoniae e a intensidade das lesões ateroscleróticas da aorta, 
em camundongos C57BL/6 apoE KO, com ênfase na diferença entre os sexos].  2006. 96 f. 
Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2006. 
 
Independent of the presence or not a favorable ambient, mechanisms by which infectious 

agents may boost atherogenesis and clinical aspects are not fully elucidated. In spite of many 

demonstrations of infeccious agent antigens or DNA, the question if the infection may iniciate 

or aggravate the atherosclerotic process remains unanswered, requiring further studies. 

Therefore, the present work studies if the experimental infection of C57BL/6 apoE KO mice 

by C. pneumoniae and/or M. pneumoniae induces or affects the intensity of atherosclerosis 

and its characteristics of plaque vulnerability, with regard to the gender and/or the cholesterol-

rich diet.  Methods: a group of mice was fed  with 1% cholesterol-enriched diet 

(hyperlipidemic), from two months of age; the other group received adequately formulated 

food for the species (normolipidemic). At eight months of age, the mice were subgrouped 

according to inoculation intra-peritoneally with 106 IFU of C. pneumoniae and/or 106 CFU of 

M. pneumoniae, and re-inoculation one month later. They were killed at ten months of age. 

Cross-sectional thoracic aorta fragments were studied in embedded in paraffin block sections 

stained Hematoxylin-eosin and Masson’s trichromic techniques. Differences in the median of 

the variables: plaque height, plaque area, area of fat plaque, luminal area and percent 

obstruction of the lumen searched using the Mann Whitney’s test, with a 5% level of 

rejection. Results: the infection by C. pneumoniae and/or M. pneumoniae worsened 

atherosclerosis in both males and females C57BL/6 apoE KO mice. However, the M. 

pneumoniae inoculated female group presented more unstable plaques represented by positive 

remodeling of the vessel. The co-infection by both bacteria induced more stable plaque 

represented by low fat content and absence of vessel remodeling, in both male and female 

mice. The introduction of cholesterol enriched diet led to lack of positive vessel remodeling in 

M.pneumoniae inoculated female group, but development of unstable plaques characterized 

by large plaque are with high content of fat, in co-infected ones. In male groups there was 

development of plaque with higher fat content in the subgroup inoculated with C.pneumoniae. 

 



 

Conclusion: Infection by M. pneumoniae and/or C. pneumoniae, in C57BL/6 apoE KO mice, 

led to development or aggravation of atherosclerotic plaques, with differences regarding 

intensity and pattern of vulnerability according to the gender versus type of infectious agents. 

The infected female groups presented more aggravation of atherosclerosis than male ones. 

Cholesterol enriched diet aggravated the intensity of atherosclerosis and changed the patterns 

of vulnerability of infected subgroups. 

 
Key Words: Atherosclerosis. C.pneumoniae. M.pneumoniae. C57BL/6 apoE KO. Cholesterol. 
 
 
 

 



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 
 
 
 

UFI - Unidade formadora de inclusão 

UFC - Unidade formadora de colônia 

°C - Graus Celsius 

VLDL - Lipoproteína de muito baixa densidade 

ILD - Lipoproteína de densidade intermediária 

HLD - Lipoproteína de alta densidade 

LDL - Lipoproteína de baixa densidade 

HSP - Heat Shock Protein 

apoE - Apolipoproteina E 

ROS - Espécies reativas de oxigênio 

O2
- - Ânio superóxido 

H2O2 - Peróxido de hidrogênio 

NO3
- - Peróxido nítrico 

oxLDL - LDL oxidada 

NF-κB - Fator nuclear  

TNF - Fator de necrose tumoral 

IL - Interleucina 

M-CSF - Fator estimulante de crescimento de colônia de macrófagos 

PDGF - Fator de crescimento derivado de plaquetas 

SPF - Livres de patógenos específicos  

mL - mililitro 

μL - microlitro 

mm - milímetro 

mm2 - milímetro ao quadrado 

μm - micrômetro 

μm2 - micrômetro ao quadrado 

Kg - quilo 
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1  INTRODUÇÃO 

 

Aterosclerose refere-se, genericamente, ao espessamento ou endurecimento das 

artérias, envolvendo o depósito de colesterol que atrai células inflamatórias, fibras musculares 

lisas e, por vezes, depósito de cálcio: a esse acúmulo dá-se o nome de placa de ateroma ou 

placa ateromatosa. Os principais alvos da aterosclerose são os sistemas cerebral e coronário, 

assim como a aorta, provocando infartos do miocárdio e cerebrais (acidentes vasculares 

cerebrais), cardiopatia isquêmica crônica, gangrena das pernas, oclusão mesentérica e 

encefalopatia isquêmica (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1989). Trata-se de uma doença 

com evolução crônica, que pode apresentar fenômenos agudos de ruptura da placa e trombose, 

iniciando-se nos primeiros anos de vida e apresentando complicações repentinas décadas mais 

tarde (LIBBY, 2005). 

 No Brasil, as doenças ateroscleróticas representam a principal causa de morte 

(MS/FUNASA/Cenepi) e em todo mundo provocam a morte de milhares de pessoas a cada 

ano, muitas das quais sem apresentar sintomas prévios (MYERBURG et al., 1997). Os 

métodos de diagnósticos preventivos são ainda insuficientes para identificar as vítimas 

(NAGHAVI et al., 2003 a, b).  

As estrias gordurosas que aparecem na aorta do ser humano após o nascimento, 

aumentando a sua extensão na segunda década da vida, tiveram sua origem desconhecida por 

muitos anos. Aceitava-se que a placa fibrosa era o precursor de lesões oclusivas e o principal 

determinante de risco da doença clínica (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1989).   Modelos 

animais sugeriram que hiperlipidemia prolongada resultava na progressão de estrias 

gordurosas para placas fibrosas pela contínua deposição lipídica e outras alterações teciduais.  

Com a evolução da ciência, muito conhecimento foi acumulado sobre a aterosclerose, 

seus fatores de risco ambientais e determinantes genéticos. Nos últimos anos as pesquisas se 
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voltaram para investigar outras hipóteses de patogênese da aterosclerose nas áreas de 

imunologia, imunogenética, microbiologia etc. Hoje, vem crescendo o número de 

pesquisadores que acredita ser a aterosclerose uma doença imuno-inflamatória-

fibroproliferativa, podendo ter, em sua etiologia, a participação de agentes infecciosos.  

Foram associados à patogênese e/ou agravamento da aterosclerose Helicobacter 

pylori (DANESH; COLLINS; PETO, 1997; PATEL et al., 1995), herpesvírus, 

citomegalovírus (MELNICK; ADAM; DEBAKEY, 1993), infecções periodontais (BECK et 

al., 1996) e Chlamydophila (Chlamydia) pneumoniae (C.pneumoniae). A co-infecção por 

C.pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae (M.pneumoniae) foi associada ao agravamento e 

rompimento da placa ateromatosa em pesquisas pioneiras realizadas pela equipe de 

pesquisadores do Laboratório de Patologia do InCor (HIGUCHI et al., 2000ab; HIGUCHI; 

RAMIRES, 2002), apontando para a necessidade da presença das duas bactérias para a 

agudização do processo patológico.  

Apesar de quase um século de estudos associando agentes infecciosos à aterosclerose, 

o tema continua polêmico, uma vez que, a prova definitiva de ser um determinado 

microorganismo agente etiológico de uma patologia, seria a demonstração do postulado de 

Koch, em que o patógeno deve estar presente em todos os casos da doença, isolado do 

paciente e cultivado in vitro, reproduzindo os sintomas e lesões histopatológicas quando 

inoculado em hospedeiro saudável e reisolado deste hospedeiro (LIU; WATERS, 2005).  

Os diferentes modelos biológicos utilizados nas pesquisas não reproduzem 

inteiramente a evolução da aterosclerose no homem, são úteis para o estudo da patogênese, 

imunologia, tratamento etc, porém não ocorre a agudização da doença representada pela 

ruptura da placa ateromatosa, formação de trombo, obstrução da artéria e subseqüente 

agravamento do quadro clínico. 
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Os roedores não desenvolvem aterosclerose em condições naturais entretanto, com a 

criação de animais manipulados geneticamente, os pesquisadores passaram a contar com uma 

ferramenta a mais para o estudo. O camundongo da linhagem C57BL/6 apoE KO desenvolve 

placas ateromatosas espontaneamente, desde os primeiros estágios de adesão de macrófago 

com 10 semanas de idade, até o desenvolvimento de ateromas maduros com 24 semanas e tem 

sido utilizado em inúmeras abordagens de investigação biomédica.  

Os mecanismos pelos quais os agentes infecciosos, independentes ou não de meio 

ambiente permissivo, podem promover a aterogênese e as manifestações clínicas não estão 

completamente esclarecidos. As pesquisas prévias em muito contribuíram para o atual estágio 

de conhecimento, entretanto, a questão se o agente infeccioso pode iniciar o processo 

aterosclerótico ou agravá-lo permanece sem resposta, possibilitando o aprofundamento das 

pesquisas neste assunto. 

Desta forma, este trabalho tem como objetivo estudar se a infecção experimental por 

C.pneumoniae e/ou M.pneumoniae, em camundongos C57BL/6 apoE KO, afetaria a 

intensidade e a morfologia da placa ateromatosa, de acordo com o sexo e/ou a dieta rica em 

colesterol. 
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2  REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1  FATORES DE RISCO 

 

 Inúmeros são os fatores de risco correlacionados com a aterosclerose por levarem a 

disfunção endotelial. Dentre os quais o tabagismo, por induzir a formação de radicais livres, o 

diabete melito, pela presença de produtos finais de glicosilação, a hipertensão, devido ao 

aumento de adesividade de monócitos ao endotélio e pela expressão de moléculas de adesão 

em resposta a angiotensina II, a falta da proteção de estrógeno em mulheres após a 

menopausa, o sedentarismo e a idade, são alguns exemplos (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 

1989; LIBBY, 2005; VIEIRA; RAMIRES, 2003). 

As dislipidemias e as dislipoproteinemias estão entre os principais fatores de risco da 

aterosclerose em geral e das doenças coronarianas em particular (GENEST; LIBBY; GOTTO, 

2005), porém, foi somente na década de setenta que ficou demonstrada a estreita relação entre 

o consumo de gorduras saturadas e colesterol com a aterosclerose (DEWOOD et al., 1980).  

  Os lipídeos, tais como colesterol, triglicerídeos e fosfolipídeos são transportados em 

complexos denominados lipoproteínas que, por possuírem domínios hidrófobos e hidrófilos, 

funcionam como interface no meio aquoso do plasma (RAFFAI et al., 1995). 

As várias combinações de lipídios e apolipoproteínas formam partículas de densidade 

e tamanho diferentes, como os quilomícrons, VLDL (very low density lipoprotein), ILD 

(intermediate density lipoprotein), HDL (high density lipoprotein) e LDL (low density 

lipoprotein), que podem ser separadas por ultracentrifugação analítica e são reconhecidas por 

suas reações com anticorpos específicos e distribuição características; os componentes 

protéicos atuam como sinalizadores, tanto dirigindo as lipoproteínas para tecidos específicos, 

como ativando enzimas que agem sobre elas (NELSON; COX, 2004). 
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O metabolismo dos lipídios foi mais compreendido a partir da caracterização dos 

receptores das lipoproteínas de baixa densidade nas células (Low density lipoprotein receptor: 

LDLr), pelos pesquisadores Brown & Goldstein, em 1986. A interação entre as células e as 

lipoproteínas é complexa, envolvendo proteoglicanos da superfície celular que proporcionam 

ambiente para a atuação de enzimas lipolíticas (GENEST; LIBBY; GOTTO, 2005). 

 Os defeitos estruturais ou ausência de apolipoproteínas estão relacionados com 

anomalias congênitas (CASTRO et al., 1999). A disbetalipoproteinemia familiar ou 

hiperlipoproteinemia tipo III constitui uma desordem rara, caracterizada pelo acúmulo, no 

plasma, de partículas lipoprotéicas. Pacientes com esta doença apresentam elevado risco 

cardiovascular, com sinais patognomônicos representados por xantomas tuberosos e xantomas 

estriados palmares, níveis de colesterol e triglicerídeos séricos elevados e reduzido HDL. As 

lipoproteínas remanescentes, quilomícrons parcialmente catabolizados e VLDL, acumulam-se 

no plasma. Este quadro é conseqüência de anormalidade da apolipoproteina E, que não se liga 

aos receptores hepáticos (CASTRO et al., 1999; LIBBY, 2005). 

 A apolipoproteina E (apoE), produzida por células do fígado, rim, cérebro e outros 

tecidos (WEISGRABER, 1994), exerce papel importante no transporte do colesterol devido a 

sua interação com o receptor de LDL. A isoforma apoE3 liga-se com alta afinidade ao 

receptor LDL, enquanto a apoE2 tem somente 1% da atividade de apoE3. Esta apoE2 

defectiva causa a hiperlipoproteinemia familiar tipo III. A apoE está presente principalmente 

em VLDL  e quilomícrons. A seqüência de DNA que codifica apoE varia levemente, 

produzindo, assim, diferentes formas que diferem uma da outra por um amino ácido. Esta 

substituição pode levar às atividades consideravelmente diferentes. Pacientes com 

hiperlipoproteinemia tipo III tem o genótipo Apo E2/2 e os camundongos deficientes de apoE 

são amplamente utilizados como modelos biológicos para estudo de aterosclerose (ZHANG; 

REDDICK; PIEDRAHITA, 1992).  
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2.2  PATOGÊNESE DA ATEROSCLEROSE 

 
 A resposta do endotélio à lesão, proposta por Virchow, no sec. XIX, modificada por 

Ross (1999), um século após, corresponde à teoria mais aceita pela comunidade científica 

(FONSECA; IZAR, 2003). A agressão ao endotélio, por inúmeros fatores, provoca uma 

disfunção da célula endotelial facilitando a adesão de monócitos, infiltração de lipoproteínas e a 

produção de mitógenos, correspondendo a uma resposta imuno-inflamatória-fibroproliferativa. 

 Estudos clínicos e epidemiológicos sugeriram que dislipidemia aumenta o risco de 

eventos coronarianos agudos (LAROSA et al., 1990) e ensaios biológicos em animais 

confirmaram a hipótese de que hipercolesterolemia leva à formação de placa ateromatosa 

(ARMSTRONG; HEISTAD, 1990; VESSELINOVITCH, 1988). 

 Uma dieta rica em colesterol e ácidos graxos saturados favorece o acúmulo de 

pequenas frações lipoprotéicas na camada de proteoglicanos que recobre o endotélio 

(SAWAMURA et al., 1997). O prolongamento do tempo de ligação destas pequenas 

lipoproteínas aos proteoglicanos contribui para a entrada pelas junções das células endoteliais 

(ACTON et al., 1996; SAWAMURA et al., 1997).  Estas partículas lipoprotéicas têm 

suscetibilidade aumentada a modificações oxidativas, considerada por muitos autores um 

importante componente da patogênese da aterosclerose (ABIFADEL et al., 2003; MANN et 

al., 1997; SAWAMURA et al., 1997; van TOL, 2002).  

As células vasculares produzem espécies de oxigênio reativo (ROS), incluindo o ânion 

superóxido O2-, peróxido de hidrogênio H2O2 e peróxido nitrito NO3
-. O excesso de LDL na 

íntima da artéria, devido a hipercolesterolemia, pode levar a modificações oxidativas, provocando 

acúmulo de  oxLDL (LDL oxidado) em placa ateromatosa humana e em animais experimentais 

(BERLINER et al., 1995; GRIENDLING; ALEXANDER., 2003; HABERLAND; FONG; 

CHENG, 1988; YLA-HERTTUALA; PALINSKI; ROSENFELD, 1989). 
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 O estresse oxidativo, correspondente ao acúmulo de espécies reativas de oxigênio, 

pode ser provocado por numerosos mecanismos. Estas espécies reativas de oxigênio não são 

necessariamente patológicas (AMANN et al., 2003) porém, as células vasculares respondem 

ao estresse oxidativo expressando citocinas pró-inflamatórias e genes pró-aterogênicos. Por 

exemplo, oxLDL induz as células endoteliais a expressarem moléculas de adesão e 

quimioquinas, levando ao recrutamento de macrófagos (AIKAWA et al., 2001; BORING et 

al., 1998; CYBULSKY et al., 200; LI et al., 1993). O acúmulo de macrófagos contribui para a 

inflamação vascular (AIKAWA et al., 2001; ROSENFELD; ROSS, 1990); que, por sua vez, 

também é ativada pela oxLDL, passando a expressar o fator nuclear NF-kB que regula o 

número de genes associados a aterosclerose (COLLINS; CYBULSKY, 2001; SAKAI et al, 

2000) e induz a expressão das monocinas TNF-α (Tumor Necrosis Factor), IL-1 β 

(Interleukin) e M-CSF (Macrophage-Colony stimulant factor) e outras moléculas, levando 

ainda a uma maior entrada de oxLDL (GRIENDLING; ALEXANDER, 1997).  

  A placa ateromatosa vai se tornando mais complexa com a chegada de células 

musculares lisas, vindas da túnica média, atraídas por moléculas secretadas pelos macrófagos 

(ROSS, 1999); as células musculares lisas também podem se dividir na placa (AIKAWA et 

al., 1995), ou entrar em apoptose (ISNER et al., 1995), em resposta a citocinas e linfócitos T, 

que atuam na superfície das células musculares lisas levando-as à morte (GENG et al., 1996). 

Além das células, a matriz extracelular também se acumula nas placas ateromatosas, 

incluindo colágeno intersticial tipo I e III e proteoglicanos (WIGHT, 1995), produzido pelas 

células musculares lisas estimuladas por PDGF (Platelet-derived growth factor) e TGF β 

(Transforming growth factor), ambos constituintes dos grânulos de plaquetas e produtos de 

muitas células encontradas na lesão (AMENTO et al., 1991). Ocorre um balanço entre a 

síntese e o catabolismo da matriz extracelular, através da ação das enzimas conhecidas como 

metaloproteinases (DOLLERY; MCEWAN; HENNEX, 1995). 
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 Conforme a placa aumenta de tamanho há necessidade do desenvolvimento da 

microcirculação, para permitir o tráfego de leucócitos e o crescimento da placa pela difusão 

de oxigênio e nutrientes; caracteriza-se por um plexo de vasos neoformados, em resposta a 

peptídeos angiogênicos expressos na placa ateromatosa (O’BRIEN et al., 1993). Pode ocorrer, 

ainda, a calcificação de áreas durante a evolução. Algumas subpopulações de células 

musculares lisas podem promover a calcificação pelo aumento de secreção de citocinas, tais 

como proteínas morfogenética de osso (LIBBY, 2005). 

 

 

2.3  OUTROS FATORES DE RISCO 

 

 O entendimento do desarranjo do metabolismo lipídico junto com o controle de 

hipertensão, diabete, tabagismo, estilo de vida e outros parâmetros, levaram a maior controle 

preventivo de doenças cardiovasculares. Paralelamente, outros riscos foram pesquisados 

como, por exemplo, a origem do infiltrado inflamatório da placa ateromatosa. 

 Teoricamente, doenças inflamatórias crônicas poderiam resultar da ação de três 

diferentes tipos de agentes infecciosos: os organismos fastidiosos previamente conhecidos, os 

desconhecidos e os indutores de resposta auto-imune.  Os dois primeiros podem provocar uma 

lacuna no diagnóstico e, conseqüente, falta de tratamento, uma vez que dependendo da 

biologia do agente e de fatores intrínsecos e extrínsecos do hospedeiro a infecção pode 

persistir resultando em inflamação crônica. O terceiro grupo provoca inflamação persistente 

mesmo na ausência do agente indutor (CASSEL, 1998).  

 A difícil correlação entre um agente infeccioso com características incomuns, e um 

quadro patológico, pode ser ilustrada pela pesquisa da etiologia da doença pulmonar 

obstrutiva crônica murina. Desde a primeira descrição da broncopneumonia crônica em ratos 
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(HEKTROEN1 apud CASSEL, 1998, p.476), até a identificação de Mycoplasma pulmonis, 

como agente etiológico, passaram-se décadas (NELSON, 1940), porém, a ubiqüidade do 

organismo e seu freqüente isolamento de animais saudáveis e doentes fizeram com que os 

micoplasmas fossem considerados comensais, com pequeno potencial patogênico.  A 

demonstração irrefutável de que a infecção por M.pulmonis reproduzia todas as características 

clínicas e patológicas observadas naturalmente, foi realizada inoculando-se animais criados 

em condições de ausência de microorganismo (germ free) anos mais tarde (CASSEL et al., 

1973, 1979). 

 De acordo com Cassel (1998) e Liu e Waters (2005), a hipótese de causa infecciosa na 

patogênese ou agravamento da aterosclerose, foi proposta em 1891 por Huchard, 

complementada por estudos independentes de Wiesner e Weisel (1906) e por Osler (1908). 

Anos mais tarde o herpesvírus aviário foi associado à aterosclerose (FABRICANT et al., 

1978). Desde então inúmeros estudos surgiram (DANESH; COLLINS; PETO, 1997). Em 

levantamento sorológico de pessoas convalescentes de infarto agudo do miocárdio e doenças 

cardíacas, detectaram-se altos títulos de anticorpos e imune complexos circulantes contra 

C.pneumoniae (SAIKKU et al., 1988; LINNANMAKI et al., 1993), levando pesquisadores a 

estimarem que a infecção por C. pneumoniae aumenta os riscos de doenças coronarianas 

(THOM et al., 1991), e elevados títulos de imune complexos, contendo lipopolissacarídeo 

clamidiano, ser fator de risco independente para o desenvolvimento de isquemia aguda do 

miocárdio (SAIKKU, 1993).  

 Outros estudos associaram a aterosclerose a Helicobacter pylori (DANESH; 

COLLINS; PETO, 1997; PATEL et al., 1995), a herpesvírus, a citomegalovirus (MELNICK; 

ADAM; DEBAKEY, 1993), e às infecções periodontais (BECK et al., 1996, 2005). 

                                                 
1 HEKTOEN, L. Observations on pulmonary infections in rats. Transactions of the Chicago Pathology Society, 
v.10, p. 105-108, 1918. 
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Os efeitos diretos dos agentes infecciosos são sobre a parede vascular, incluindo lise 

celular (GAYDOS et al., 1996; KAUKORANTA-TOLVANEN et al., 1994), alterações pró-

inflamatórias (KAUKORANTA-TOLVANEN et al., 1996) e aumento da atividade pró-

coagulante (FRYERT et al., 1997), entre outros. Os efeitos indiretos sistêmicos envolvem 

indução de proteínas da fase aguda (CASTELL et al., 1990), estabelecimento de estados pró-

trombóticos (HEALY; GELEHRTER, 1994), estresse hemodinâmico causado pela 

taquicardia, aumento do débito cardíaco, ou ativação inflamatória regional em resposta a 

endotoxemia sistêmica; os efeitos da infecção sistêmica geralmente combinam-se com outros 

fatores de risco, como por exemplo: fumo, hiperlipidemia, histórico familiar etc. (KOL; 

LIBBY, 1998) 

Apesar de quase um século de estudos associando agentes infecciosos à aterosclerose o 

tema continua polêmico uma vez que, a prova definitiva de ser um determinado 

microorganismo agente etiológico de uma patologia, seria a demonstração do postulado de 

Koch, em que o patógeno deve estar presente em todos os casos da doença, isolado do paciente 

e cultivado in vitro, reproduzindo os sintomas e lesões histopatológicas quando inoculado em 

hospedeiro saudável e reisolado deste hospedeiro (LIU; WATERS, 2005). Os diferentes 

modelos biológicos utilizados nas pesquisas não reproduzem inteiramente a evolução da 

aterosclerose no homem, são úteis para o estudo da patogênese, imunologia, tratamento etc, 

porém, não ocorre a agudização da doença representada pela ruptura da placa ateromatosa, 

formação de trombo, obstrução da artéria e subseqüente agravamento do quadro clínico. 

  

2.3.1  Chlamydophyla (Chlamydia) pneumoniae (C.pneumoniae) 

 

 Ao gênero Chlamydia pertencem 4 espécies: C. tracomatis, C.psittaci, C.pecorum e 

C.pneumoniae. As clamídias são parasitas intracelulares obrigatórios estreitamente 

relacionadas às bactérias gram negativas, multiplicando-se dentro de vacúolos 
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intracitoplasmáticos que, por não se fundirem com os lisossomos, não sofrem a ação de 

hidrolases lisossômicas. A morfologia da inclusão varia entre as diferentes espécies de 

clamídias. Algumas cepas desenvolvem-se dentro de um único vacúolo, denominado corpo 

reticulado, que se diferencia em corpos elementares. Estes representam a forma infecciosa, 

adaptada para sobreviver extracelularmente, enquanto a reticulada é metabolicamente ativa, 

adaptada para se multiplicar no citoplasma. O organismo pode apresentar ainda a forma de 

“corpúsculo persistente”, intracelular, metabolicamente inativa, não replicante, mas viável, 

permitindo a manutenção da infecção crônica. Os corpos elementares aderem à nova célula 

hospedeira e penetra no citoplasma por endocitose onde se multiplicam por divisão binária, 

formando as inclusões características (LIU; WATERS, 2005; MOULDER, 1984; ROCKEY; 

FISCHER; HACKSTADT, 1996). 

A espécie pneumoniae foi isolada em 1965 dos olhos de uma criança com tracoma em 

Taiwan (cepa TW-183) e mais tarde do trato respiratório de um estudante em Seattle, em 

1983 (cepa AR-39), posteriormente descritos como da mesma espécie, denominada então 

TWAR (GRAYSTON, 1992), cujo corpúsculo elementar possui a forma de pêra, ao contrário 

das demais espécies cujos corpúsculos elementares são redondos (KUO et al., 1993). 

C.pneumoniae provoca infecção persistente e multiplica-se em células endoteliais, células 

musculares lisas e macrófagos, disseminando-se pelo organismo via macrófagos (MOAZED 

et al., 1998; YANG; KUO; GRAYSTON, 1995). 

 As clamídias estão largamente disseminadas, tendo como hospedeiros naturais os 

mamíferos e as aves. No homem C.pneumoniae está associada a várias doenças do trato 

respiratório, desde faringite até pneumonia, e foi isolada entre 15-20% de adultos e crianças 

com pneumonia (GRAYSTON, 1992), podendo persistir por meses (HAMMERSCHLAG; 

CHIRGWIN; ROBLIN, 1992). 
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Os primeiros pesquisadores a demonstrar a relação entre aterosclerose e C.pneumoniae 

foram Saikku e sua equipe (1988), encontrando elevados títulos de anticorpos contra 

C.pneumoniae em pacientes com doença coronariana. Em placas ateromatosas de vasos 

humanos a mesma bactéria foi detectada por vários métodos in situ (KUO et al., 1993; 

TAYLOR-ROBINSON; THOMAS, 2000). Estudos in vitro sugeriram a ação de heat shock 

protein 60 (HSP60) e do lipopolissacarídio (LPS) clamidianos na formação da célula 

xantomatosa (KALAYOGLU et al., 2000; KOL; LIBBY, 1998). Em camundongos, o 

desenvolvimento de placas ateromatosas foi acelerado pela infecção com C.pneumoniae com 

infiltrado inflamatório na íntima (HU; PIERCE; ZHONG, 1999; LIU et al., 2000; MOAZED 

et al., 1999). Entretanto, outros resultados não confirmaram o envolvimento da bactéria no 

agravamento da aterosclerose (AALTO-SETALA et al., 2001; BLESSING et al., 2000; 

CALIGIURI et al., 2001; LIUBA et al, 2000; PISLARU; van der WERFER, 2003).  

 

2.3.2  Mycoplasma pneumoniae (M.pneumoniae) 

 

 A infecção causada por M. pneumoniae apresenta-se geralmente assintomática, 

associada ao trato respiratório superior, manifestando-se como pneumonia se houverem 

condições favoráveis. Os micoplasmas fazem parte de um grande grupo de microorganismos 

procariotos com mais de 190 espécies (ROTTEM, 2003), distinguindo-se das demais por ser a 

menor bactéria autoreplicante (RAZIN, 1998), apresentar diminuto genoma (MANILOFF, 

1996), e ausência de parede celular. Devido a sua limitada capacidade de biossíntese, algumas 

espécies são parasitas de hospedeiros e tecidos específicos (RAZIN, 1998). Os micoplasmas 

possuem ainda a característica de mimetizarem os antígenos do hospedeiro, sobrevivendo 

dentro de fagócitos e não fagócitos, e de gerar antígenos com composição diferente em sua 

superfície escapando assim do reconhecimento pelas células hospedeiras. Os mecanismos 
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pelos quais os micoplasmas interagem e lesam as células hospedeiras eucariotas são pouco 

conhecidos (ROTTEM, 2003). 

 Os micoplasmas são ubíquos no reino animal e virtualmente os mamíferos, aves, 

répteis, anfíbios e peixes que foram testados revelaram espécies de micoplasma 

específicas. Esta afirmação foi contestada por estudos recentes que demonstraram a 

presença de M.bovis, M.agalactiae, M.mycoides em vários hospedeiros, podendo ser 

transmitidos facilmente entre ovinos, caprinos e bovinos, sugerindo ser o hospedeiro 

aquele em que a espécie de micoplasma fosse mais freqüentemente detectada (PITCHER; 

NICHOLAS, 2005).  

O potencial patogênico dos micoplasmas foi demonstrado pela infecção de células 

embriônicas de camundongos C3H, com M.fermentans ou M.penetrans, os quais estimularam 

oncogenes transformando permanentemente as células (ZHANG et al., 1997). Na vagina, 

onde são encontrados como parte da flora, podem transformar-se em patogênicos, dependendo 

das circunstâncias (JUDLIN, 2004).  

 M.pneumoniae, a espécie mais estudada, possui uma expansão polar e core eletron 

denso, com função de aderência, auxiliando na motilidade (RAZIN, 1992). Permanece ainda a 

dúvida se micoplasmas aderem à superfície das células ou as invadem (RAZIN et al., 1998). 

A falta de parede celular permite um contato íntimo entre a membrana do micoplasma e a 

membrana da célula hospedeira e, em condições apropriadas, pode ocorrer fusão celular 

(ROTTEM, 2003). Durante o processo de fusão os componentes do micoplasma são liberados 

dentro da célula hospedeira e afetam as funções normais da célula, devido à ação de enzimas 

bacteriana, dentre as quais as nucleases (PADDENBERG et al., 1996), que podem degradar o 

DNA da célula hospedeira. 

 Os micoplasmas interagem com os fagócitos mononucleares estimulando a síntese de 

citocinas pró-inflamatórias (RUUTH; PRAZ, 1989), excretam peróxido de hidrogênio e 
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radicais superóxidos, possibilitando lesões na membrana das células hospedeiras onde se 

aderem firmemente (ALMAGOR et al., 1986). 

Diferentes estudos relataram a falta de resposta de anticorpos à M.pneumoniae, tanto 

em adultos como em crianças com pneumonia indicando que as pessoas afetadas não 

respondem da mesma forma à infecção, talvez devido a diferenças genéticas, o que poderia 

contribuir para a persistência do organismo, assim como suas propriedades 

imunomoduladoras  (BLOCK et al., 1995; CASSELL; DRNEC; WAITES, 1991; HARRIS et 

al., 1998). 

 

2.3.3  Co-infecção por C. pneumoniae e M. pneumoniae 

 
A associação de C.pneumoniae e M.pneumoniae foi descrita em diferentes relatos 

(CASSEL et al., 1985; CORSARO et al., 1999; GRAYSTON, 1992; KRAFT; CASSEL; 

PAK, 2001; TONG; DONNELLY; HARVEY, 1999), principalmente como causa de doenças 

respiratórias e, pelo fato de ambos serem microorganismos fastidiosos, podem não ser 

detectados, uma vez que métodos para diagnóstico não estão rotineiramente disponíveis, 

mesmo nos melhores laboratórios referências (CASSEL, 1998). 

A hipótese de que a co-infecção de micoplasma e clamídia estaria associada à 

aterosclerose foi descrita por Higuchi e colaboradores em inúmeros estudos em que 

demonstraram associação de C.pneumoniae e M.pneumoniae em placas ateromatosas. Os 

resultados, de uma forma geral, apontaram para a participação do M.pneumoniae na 

patogênese da aterosclerose e sua intima associação com C.pneumoniae, o que poderia ser um 

dos fatores a causar arterite localizada na coronária, ruptura da placa e infarto agudo do 

miocárdio (HIGUCHI et al., 2000a, HIGUCHI; RAMIRES, 2002). Um estudo experimental 

anterior demonstrou que a infecção de M.pneumoniae em coelhos não produziu aterosclerose 
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(FONG et al., 1999), favorecendo a hipótese de as duas bactérias, clamídia e micoplasma, 

serem necessárias para o desenvolvimento da placa instável.  

A co-infecção por clamídia e micoplasma foi também encontrada em colônia de ratos 

convencionais assintomáticos, com detecção dos antígenos bacterianos nos pulmões, fígado, 

coração, rins e baço. Este foi o primeiro relato da infecção natural por clamídias em ratos, 

demonstrando que, por ser uma infecção assintomática, pode não estar sendo adequadamente 

diagnosticada (DAMY et al., 2003). 

  

2.3.4  Suscetibilidade à Aterosclerose ligada ao sexo 

 

 Após a menopausa, as mulheres apresentam uma predisposição ao infarto do 

miocárdio e outras complicações da aterosclerose igual à dos homens (GENEST; LIBBY; 

GOTTO, 2005). Atribui-se às funções do estrógeno, relacionadas a um perfil lipídico mais 

favorável e a melhor função do endotélio, a proteção das mulheres antes da menopausa 

(BURKE et al., 1998; GEHARD; GANZ, 1995). 

 Estudos epidemiológicos mostraram que o espessamento das túnicas íntima e média da 

artéria carótida é maior nos homens, em comparação às mulheres, e que esta espessura 

aumenta em ambos os sexos com a idade, sendo nas mulheres um forte indicador de 

subseqüentes riscos de doença coronariana clínica (CHAMBLESS et al., 1997). A 

calcificação da artéria aorta, torácica e abdominal, também foi associada com o aumento do 

risco a doenças cardiovasculares tanto em homens como em mulheres (KULLER et al., 1999; 

WITTERMAN; KOK; van SAASE, 1986). 

 Em análise da mortalidade provocada por doenças coronarianas em estudo realizado 

nos Estados Unidos, os resultados demonstraram uma significante diferença nos índices de 

mortalidade entre brancos e negros (HO; PAULTRE; MOSCA, 2005). Na população branca 

os homens apresentaram um risco seis vezes maior do quando comparado às mulheres 
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brancas, quando jovens, e na população negra a diferença foi menos pronunciada, 

apresentando os homens um risco duas vezes maior quando comparados às mulheres negras, 

também jovens.  Estes resultados sugerem que outros fatores de riscos, como a variação 

étnica, poderiam estar influenciando a resistência ou suscetibilidade das mulheres. 

 
 

2.4  RUPTURA E REMODELAMENTO DAS PLACAS ATEROMATOSAS 

 

A trombose significa o mecanismo de transição entre a fase crônica para a aguda da 

aterosclerose entre os seres humanos. A ruptura física da placa comumente causa trombose 

aguda, podendo ocorrer por dois mecanismos, um envolvendo a fratura da capa fibrosa da 

placa (FALK; SHA; FUSTER, 1995), e o segundo envolvendo uma erosão superficial da 

íntima (LIBBY, 2005).  

 A principal resistência da capa fibrosa é dada pelo colágeno. Assim, fatores que 

diminuem a síntese de colágeno pelas células musculares lisas podem favorecer o rompimento 

da capa (AMENTO et al., 1991). O catabolismo aumentado da matriz extracelular deve 

contribuir para a ruptura e, por outro lado, enzimas que degradam a matriz contribuem para a 

migração de células musculares lisas e remodelamento arterial (LENDON et al., 1991; 

LOREE et al., 1992). 

 As placas ateromatosas que apresentam predominância de matriz extracelular, menor 

quantidade de lipídeos e infiltrado inflamatório, porém maior obstrução do lúmen da artéria, 

portanto um remodelamento negativo, são menos passíveis de sofrerem ruptura. Esta 

característica de placas ateromatosas apresentando infiltrado inflamatório estarem associadas 

ao agravamento da aterosclerose, direcionaram e direcionam as hipóteses dos pesquisadores 

sobre envolvimento de agentes infecciosos na doença. 

 



Revisão da Literatura 32

2.5  MODELOS BIOLÓGICOS PARA ESTUDO DE PLACA ATEROMATOSA 

 

 As aves foram os primeiros animais a serem usados no estudo de aterosclerose. Em 

1959, Clarkson; Prichard; Netsky demonstraram a aterosclerose em pombas alimentadas com 

dieta aterogênica, tendo ainda relatado infarto agudo do miocárdio em pombas idosas em 

conseqüência de ruptura da placa ateromatosa, característica única entre os modelos animais. 

As pombas são os únicos modelos, com exceção de primatas não humanos, que consomem 

dieta aterogênica por pelo menos 10 anos, nos quais a trombose associada com aterosclerose 

experimental é encontrada.  

 Os roedores não desenvolvem aterosclerose em condições naturais. Segundo Smith 

(1998), os camundongos como modelo de aterosclerose induzida por dieta, foram utilizados 

na década de sessenta, porém sem muito sucesso. Paigen realizou trabalho pioneiro no 

mapeamento dos genes envolvidos na aterogênese, utilizando a abordagem da genética 

clássica e empregando linhagens isogênicas recombinantes alimentadas com dieta aterogênica 

modificada (PAIGEN et al., 1985; SMITH, 1998).  

Mais tarde, em trabalhos independentes e concomitantes, equipes diferentes criaram 

camundongos com fenótipos idênticos, deletados da apolipoproteína E (apoE) (van REE et al., 

1994).  Estes camundongos desenvolvem ateroclerose mesmo quando alimentados com dieta 

normal devido a algumas frações de lipoproteína não conseguirem se ligar a receptores das 

células pela falta de apoE para a ancoragem. As placas ateromatosas neste modelo biológico 

se desenvolvem espontaneamente, desde os primeiros estágios de adesão de macrófago com 

10 semanas de idade, até o desenvolvimento de ateromas maduros com 24 semanas 

(MOAZED et al., 1997). 

As linhagens de camundongos apresentam suscetibilidades diferentes às infecções. 

Os camundongos apoE KO foram submetidos à infecção por C.pneumoniae, por diferentes 
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vias e esquema de inoculações, apresentando aumento das lesões ateroscleróticas 

associadas à infecção (BURNETT et al., 2001; MOAZED et al., 1999; ROTHSTEIN et 

al., 2001). Em outros estudos a associação entre infecção e agravamento da aterosclerose 

não foi verificada (AALTO-SETALA et al., 2001; LIUBA et al., 2000, 2003). Os 

resultados conflitantes observados foram atribuídos às variações na virulência das cepas 

de C.pneumoniae, aos diferentes esquemas de imunizações, bem como a idade do 

hospedeiro (De KRUIF et al., 2005). 

As propriedades aterogênicas de C.pneumoniae foram também demonstradas em 

estudos utilizando ratos, coelhos e porcos, sugerindo que os resultados poderiam ser 

extrapolados para o ser humano (FONG et al., 1999; De KRUIF et al., 2005; PISLARU; van 

der WERF, 2003). Apesar de todos estes trabalhos, os mecanismos pelos quais os agentes 

infecciosos, independentes ou não de meio ambiente permissivo, podem promover a 

aterogênese e as manifestações clínicas ainda estão longe de estarem esclarecidos. A questão 

se o agente infeccioso pode iniciar o processo aterosclerótico ou agravá-lo permanece aberta, 

possibilitando o aprofundamento das pesquisas neste assunto. 

Não foram encontradas na literatura pesquisas associando a infecção por 

M.pneumoniae com aterosclerose em camundongos apoE KO. Esta associação foi feita em 

estudo em coelhos, cujos resultados não apontaram participação dos micoplasmas no aumento 

da lesão ateromatosa (FONG et al., 1999). 

 

2.5.1  Modelo de Aterosclerose Ligado ao Sexo 

 

 Apesar das evidências clínicas da proteção das mulheres à aterosclerose, praticamente 

não existem dados de literatura sobre o impacto do sexo no desenvolvimento de aterosclerose 

experimental versus infecção. 
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Assim como acontece em diferentes áreas de investigação biomédica, os machos são 

preferidos como modelo biológico por não apresentarem variação hormonal cíclica. Em 

estudos realizado por Burnett et al. (2001), co-infectando os camundongos apoE KO com 

citomegalovírus e clamídia, verificaram que as fêmeas não inoculadas, apresentaram área de 

lesão de placa ateromatosa até duas vezes maior do que os machos.  
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3  OBJETIVOS 

 

 

 Utilizando como modelo biológico o camundongo apoE KO que tem propensão ao 

desenvolvimento de aterosclerose, verificar: 

 

1. Se a infecção por C.pneumoniae ou M.pneumoniae induz o desenvolvimento de 

aterosclerose. 

2. Se a infecção e o sexo influenciam nas características de vulnerabilidade da placa. 

3. Se a co-infecção por C.pneumoniae e M.pneumoniae modifica a intensidade e as 

características histopatológicas de placas ateromatosas induzida por infecção 

somente por C.pneumoniae ou M.pneumoniae.  

4. Se a introdução de dieta enriquecida com colesterol interfere nessas características. 
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4  MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1  ANIMAIS 

 

Camundongos geneticamente alterados apoE KO, homozigoto para a deleção do gene 

apolipoproteina E (apoE -/- ), foram recebidos da Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine, 

USA) e gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Éder Quintão. A fim de eliminar contaminantes, 

no Biotério de Experimentação da Disciplina de Técnica Cirúrgica e Cirurgia Experimental da 

FMUSP, os camundongos foram submetidos a uma rederivação sanitária, através de cesariana 

asséptica, a fim de eliminar organismos patogênicos específicos (SPF=specific pathogen free), 

particularmente micoplasmas e clamídias. O útero contendo os fetos da linhagem apoE KO 

foi introduzido por meio de um banho germicida no interior de um isolador flexível (Veco do 

Brasil, Campinas). No interior do isolador os fetos foram retirados do interior do útero, 

reanimados, sendo então introduzidos em um ninho de uma fêmea de camundongo BALB/c 

SPF, recém parida, mantida no interior do isolador e recebida do Biotério de Experimentação 

do Instituto de Ciências Biomédicas da USP, gentilmente cedida pela Dra. Silvia Massironi. 

Os camundongos desmamados foram transferidos para microisoladores e manipulados em 

capela de fluxo laminar. A higienização consistiu de 2 trocas por semana da cama de 

maravalha autoclavada, água filtrada e ração com formulação adequada para a espécie (Guabi 

– Mogiana Alimentos S.A, Campinas, SP-BR), esterilizada por raios gama (Embrarad, Cotia); 

tanto a água quanto a ração foram fornecidos ad libitum. As condições ambientais mantidas 

na sala foram de 23°C ± 2 °C, ciclo de luz e escuridão de 12/12 horas.  

Os controles bacteriológicos e sorológicos dos camundongos desmamados foram 

realizados pelo Laboratório de Bacteriologia do Biotério Central e pelo Biotério de 
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Experimentação do ICB/USP, cujos resultados não apontaram a presença de organismos 

patogênicos específicos. 

 Todos os procedimentos utilizados neste trabalho foram aprovados previamente pela 

Comissão de Ética do HCFMUSP, e estão de acordo com as normas internacionais 

(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996).    

 

 

4.2  CEPAS DE BACTÉRIAS 

 

C. pneumoniae 

 
A cepa TWAR AR-39 (ATCC 53592) foi adquirida do American Type Culture 

Collection (Manassas, VA, USA), e gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Mario Hirata. A 

bactéria foi cultivada no laboratório de Riquétsias do Instituto Adolfo Lutz, em células Hep2 e 

meio de cultura mínimo essencial Eagle, com 10% de soro fetal bovino, cicloheximide 1 

μg/mL, vancomicina 25 μg/mL, gentamicina 10 μg/mL , anfotericina B  3 μg/mL. As 

bactérias foram repicadas a cada 72 horas e o crescimento monitorado por imunofluorescência 

indireta e os títulos foram expressos como unidade formadora de inclusão por mililitro 

(UFI/mL) (LI; WATERS, 2005). 

 

M. pneumoniae 
 
 
  Foi utilizada a cepa FH de Mycoplasma pneumoniae, obtida do Laboratório do Dr. 

M.F.Barile (FDA/NIH – Bethesda – EUA), gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Jorge 

Timenetsky. A bactéria foi inicialmente subcultivada em 20,0 mL de caldo SP4 (TULLY, 

1995), a  37°C em aerobiose. Após 5 dias houve a alteração do pH do caldo sem turvação. A 

cultura foi distribuída em alíquotas de 1 mL e congelada a -70°C.  A determinação de 
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unidades formadoras de colônias (UFC) ocorreu após o descongelamento de duas alíquotas.  

Esta suspensão foi diluída de 10-1 a 10 -9 em tubos (12 x 72 mm) com 2mL do caldo SP4. 

Cem microlitros de cada diluição foram semeados em duplicatas em placas com ágar SP4 

para contagem de colônias. Após 7 dias de incubação a 37°C, em aerobiose, houve 

desenvolvimento de colônias obtidas das diluições, que produziram entre 30 e 300 colônias. A 

média das contagens de colônias permitiu obter as UFC de M. pneumoniae/mL (RODWELL; 

WHITCOMB, 1985). 

 

 

4.3  DELINEAMENTO DA PESQUISA 

 

 Aos 2 meses de idade, 139 camundongos machos e fêmeas, foram divididos em dois 

grupos, um recebendo ração com 1% de colesterol  e o outro recebendo ração normal. Aos 8 

meses de idade, os grupos foram subdivididos em 4, conforme segue: 

 

GRUPO SEM COLESTEROL 

Controles não inoculados: 9 fêmeas, 6 machos  

Inoculados com C.pneumoniae: 8 fêmeas, 8 machos 

Inoculados com M.pneumoniae: 5 fêmeas, 8 machos 

Inoculados com M.pneumoniae e C.pneumoniae: 9 fêmeas, 10 machos 

 

GRUPO COM COLESTEROL 

Controles não inoculados: 11 fêmeas, 7 machos  

Inoculados com C.pneumoniae: 8 fêmeas, 9 machos 

Inoculados com M.pneumoniae: 12 fêmeas, 13 machos 

Inoculados com M.pneumoniae e C.pneumoniae: 9 fêmeas, 7 machos 
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 Foram inoculados com uma dose de 106 UFC/camundongo de M.pneumoniae e 106 

UFI/camundongo de C.pneumoniae, dissolvidos em um volume de 100 µl de solução salina 

por via intraperitoneal; reinoculados com a mesma dose, após 30 dias e sacrificados 60 dias 

após a primeira inoculação, com aproximadamente 10-11 meses de idade. Os controles 

receberam 100 μL de solução salina estéril por via intra-peritoneal.  

 

 

4.4  PREPARO DA RAÇÃO COM 1% DE COLESTEROL 

 

 A ração comercial foi pulverizada com 10 g de colesterol (Sigma – C8503, 95% de 

pureza USP), veiculado em 50 mL de éter etílico e 100 mL de álcool 70° (Farmácia do 

HCFMUSP), permanecendo em capela de exaustão de ar por 24 horas para eliminar o efeito 

tóxico do éter. A cada 15 dias era produzido um lote de 5 quilos de ração (DAMASCENO, 

1997). 

 

 

4.5 SACRIFÍCIO DOS CAMUNDONGOS E COLETA DA AORTA 

 
 

Os camundongos foram anestesiados, por via intraperitonial, com 25 mg/kg de peso de 

ketamina (Parke-Davis) e 5 mg/kg de xilazina (Bayer). Aproximadamente 5 minutos após a 

profundidade da anestesia foi assegurada pela taxa respiratória, indicadores de tônus muscular 

e ausência de reflexos interdigitais. Foram colocados em placa de dissecção e contidos. As 

cavidades torácicas e peritoneal foram abertas e, com um Buterfly 27 G heparinizado, foi feita 

uma punção intracardíaca na base do ventrículo esquerdo para coleta de aproximadamente 1 

mL de sangue; em seguida os órgãos foram perfundidos com formol tamponado a 10%, em 

 



Material e Métodos 40

pressão fisiológica. Quando a palidez dos órgãos indicavam que a perfusão estava satisfatória, 

as amostras de tecidos eram coletadas.  

 

 

4.6  PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO 

 

A aorta torácica foi representada em cortes transversais, na altura do arco. As amostras 

foram submetidas às técnicas histológicas tradicionais, cortadas a 5 μm por um micrótomo 

semi-automático (LEICA 2145), as secções foram colocadas em lâminas silanizadas com 

aminopropyltriethoxysilane a 2% em acetona pura, resultando em maior aderência do corte. A 

seguir foram coradas pela técnica de tricrômico de Masson. 

 

 

4.7  DETECÇÃO DE M.pneumoniae e C.pneumoniae 

 

A detecção dos microorganismos na placa foi feita por microscopia eletrônica, 

segundo a técnica de Reynolds (1963). As amostras foram observadas em microscópio 

eletrônico de transmissão Philips EM-301. 

 

 

4.8  ANÁLISE HISTOLÓGICA  

 

 Todas as lâminas histológicas foram analisadas em um sistema de imagem digital 

Leica (Quantimet 500), constituído por um microscópio acoplado a um computador que 

digitaliza as imagens e permite medidas morfométricas e quantificações de tecidos por meio 

de diferenças de gradientes de cor. 
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a) Morfometria 

 Nas lâminas coradas pelo Tricrômio de Masson, que destaca o tecido conjuntivo, 

foram realizadas as seguintes medidas (Figuras 1 e 2): 

• Perímetro da luz potencial da artéria, correspondente à lâmina elástica interna (LEI) - mm 

• Perímetro da artéria, correspondente à lâmina elástica externa (LEE) - mm 

• Área da placa – mm2 

• Altura maior da placa - mm 

• Área de gordura da placa - mm2 

 

b) Composição: no estudo da composição da placa foi quantificado o porcentual de área 

ocupado pela gordura na placa ateromatosa.  

 No processamento histológico foi utilizado o xilol como solvente para tornar o tecido 

miscível à parafina, dissolvendo, porém, a gordura. Desta forma, a gordura foi quantificada de 

maneira indireta, em coloração pelo Tricrômico de Masson, medindo-se as áreas claras 

correspondentes à imagem negativa da gordura (Fig. 3). Essas áreas foram quantificadas 

automaticamente sendo o resultado a soma de todas as áreas gordurosas.  

 

c) Cálculos:  Foram utilizadas as seguintes fórmulas:  

Fração de área = Área da placa                        x 100      (SHIOMI; YAMADA; ITO, 2005) 
                           Área inteira da túnica íntima 
 

Área da artéria = (perímetro da aorta)2  
                                        4π 
 

Área da luz potencial da artéria = (perímetro da luz da aorta)2  
                                                                      4π 
 

Porcentagem de estenose =  Área da luz do vaso                 x 100 
                                             Área da luz potencial do vaso 
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4.9  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todos os resultados obtidos na análise das secções da aorta de grupos camundongos 

C57BL/6 apoE KO inoculados por M.pneumoniae e/ou C.pneumoniae, tratados com dieta 

hiperlipidêmica ou normolipidêmica, foram comparados com dois grupos controles: um 

controle formado por camundongos, da mesma linhagem, não inoculados e tratados com dieta 

hiperlipidêmica e o outro grupo, com o mesmo modelo biológico, não inoculado e tratado 

com dieta normolipidêmica. Foram comparados também os grupos inoculados tratados com 

dieta hiperlipidêmica, com o controle que recebeu dieta normolipidêmica. 

 
 

Os resultados obtidos das medidas foram analisados pelo programa Sigma Stat para 

Windows, versão 1,0 (Sigma Chemical, Co, St Louis, MO, EUA), aplicando-se o teste de 

Mann-Whitney para comparação das medianas. Os valores de P<0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes. 
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Figura 1. Representação de algumas das medidas morfométricas 
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Figura 2. Representação da área da placa 
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Fração de gordura na placa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Representação da área de gordura da placa ateromatosa 
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5  RESULTADOS  

 
 No período de observação pós-infecção os camundongos não apresentaram sinais de 

doenças, porém foram registrados os seguintes óbitos: quatro machos inoculados com 

M.pneumoniae, uma fêmea e um macho inoculados com M.pneumoniae e C.pneumoniae, todos 

pertencentes ao grupo tratado com dieta hiperlipidêmica. A causa da morte não foi determinada.  

 A confirmação da infecção foi feita através de exames de amostras da aorta de 

camundongos inoculados ao microscópio eletrônico. A figura 4 ilustra uma amostra positiva, 

observando-se um organismo elétron denso, com membrana celular simples, adjacente ao 

endotélio, representativo de um micoplasma. No citoplasma desta mesma célula, observa-se um 

organismo com membrana dupla, formato piriforme, núcleo denso, representativo de clamídia.  

Os aspectos microscópicos da secção da aorta dos camundongos apoE KO, dos 

diferentes grupos de fêmeas e machos, estão representados nas figuras 5, 6, 7 e 8.  

 As medianas das variáveis compreendendo: altura da placa; área da placa e área de 

gordura da placa ateromatosa; área da luz potencial e área da artéria aorta; porcentagem de 

obstrução da luz da artéria, realizadas nos grupos inoculados e os respectivos controles, estão 

representados nas tabelas 1 a 6, realizadas nos grupos inoculados e os respectivos controles.   

 

 

5.1 FÊMEAS SUBMETIDAS A DIETA NORMOLIPIDÊMICA E INOCULADAS 

COM AGENTES INFECCIOSOS 

 

Os valores das medianas dos grupos de fêmeas infectadas e tratadas com dieta 

normolipidêmica, comparado ao controle que recebeu a mesma dieta, estão representados na 

tabela 1. Os valores foram significantemente maiores nas variáveis: altura da placa 
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ateromatosa (P=0,002), área da placa ateromatosa (P=0,001), área de gordura da placa (P=0,002) 

e porcentagem de obstrução da luz (P<0,001), entre as inoculadas com C.pneumoniae.  

As inoculadas com M.pneumoniae apresentaram valores significantemente maiores 

nas variáveis: área da placa ateromatosa (P=0,008), área de gordura da placa ateromatosa 

(P=0,008); área da luz da artéria (P=0,033); área da artéria aorta (P=0,033); porcentagem de 

obstrução da luz (P=0,008). 

Quanto às fêmeas inoculadas com ambas bactérias, foram observados valores maiores 

nas seguintes variáveis: altura da placa (P=0,030) e porcentagem de obstrução da luz 

(P=0,030). 

 

 

5.2 FÊMEAS SUBMETIDAS A DIETA HIPERLIPIDÊMICA E INOCULADAS 

COM AGENTES INFECCIOSOS 

 

A tabela 2 ilustra as medidas realizadas nos grupos de fêmeas inoculadas e tratadas 

com dieta hiperlipidêmica, comparadas aos controles tratados com a mesma dieta. Houve 

valores maiores nas variáveis área da placa ateromatosa (P=0,023) entre as inoculadas com 

C.pneumoniae.  

As inoculadas com M.pneumoniae não apresentaram valores significantemente 

maiores das variáveis quando comparados aos valores do grupo controle. 

Quando inoculadas com as duas bactérias, as seguintes variáveis apresentaram valores 

maiores: altura da placa ateromatos (P=0,043); área da placa ateromatosa (P=0,023); área de 

gordura da placa (P=0,035); área da luz da artéria (P=0,023). 
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5.3 FÊMEAS SUBMETIDAS A DIETA HIPERLIPIDÊMICA E INOCULADAS 

COM AGENTES INFECCIOSOS COMPARADAS COM CONTROLES 

TRATADOS COM DIETA NORMOLIPIDÊMICA 

 

 Quando os valores das variáveis estudadas do grupo de fêmeas inoculadas e tratadas 

com dieta hiperlipidêmica foram comparadas com o controle tratado com dieta 

normolipidêmica, tabela 3, foram significantemente maiores: altura da placa ateromatosa 

(P=0,002); área da placa ateromatosa (P<0,001); área de gordura da placa (P=0,002); 

porcentagem de obstrução da luz (P<0,001), entre as inoculadas com C.pneumoniae. 

 As inoculadas com M.pneumoniae apresentaram os valores significantemente maiores 

para: altura da placa ateromatosa (P=0,002); área da placa ateromatosa (P=0,003); área de 

gordura da placa (P=0,002); porcentagem de obstrução da luz (P=0,004). 

 Para as inoculadas com as duas bactérias, os valores maiores das variáveis foram para: 

área da placa ateromatosa (P=0,043); área da placa ateromatosa (P<0,001); área de gordura da 

placa (P<0,001); porcentagem de obstrução da luz (P<0,001). 

 

 

5.4 MACHOS SUBMETIDOS A DIETA NORMOLIPIDÊMICA E INOCULADOS 

COM AGENTES INFECCIOSOS 

 

Os valores das medianas dos grupos de machos infectados e tratados com dieta 

normolipidêmica, comparados ao controle que recebeu a mesma dieta, estão representados na 

tabela 4. Houve valores significantemente maiores nas variáveis: área da placa ateromatosa 

(P=0,013); porcentagem de obstrução da luz (P=0,013), entre os inoculados com 

C.pneumoniae.  
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Os inoculados com M.pneumoniae não apresentaram valores significantemente 

maiores nas variáveis. 

Quanto aos machos inoculados com ambas bactérias, foram observados valores 

maiores para: área da placa ateromatosa (P=0,029). 

 

 

5.5 MACHOS SUBMETIDOS A DIETA HIPERLIPIDÊMICA E INOCULADOS 

COM AGENTES INFECCIOSOS 

 

A tabela 5 ilustra as medidas realizadas nos grupos de machos inoculados e tratados 

com dieta hiperlipidêmica, comparadas aos controles tratados com a mesma dieta. Houve 

valores maiores para a variável área de gordura da placa ateromatosa (P=0,044) entre os 

inoculados com C.pneumoniae.  

Os inoculadas com M.pneumoniae ou com as duas bactérias não apresentaram valores 

significantemente maiores das variáveis quando comparados aos valores do grupo controle. 

 

 

5.6 MACHOS SUBMETIDOS A DIETA HIPERLIPIDÊMICA E INOCULADOS 

COM AGENTES INFECCIOSOS COMPARADOS COM CONTROLES 

TRATADOS COM DIETA NORMOLIPIDÊMICA 

 

Quando os valores das variáveis estudadas do grupo de machos inoculados e tratados 

com dieta hiperlipidêmica foram comparados com o controle tratado com dieta 

normolipidêmica, tabela 6, foram significantemente maiores: altura da placa ateromatosa 
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(P=0,011); área da placa ateromatosa (P=0,002); área de gordura da placa (P=0,006); 

porcentagem de obstrução da luz (P=0,002), entre as inoculadas com C.pneumoniae. 

 Os inoculados com M.pneumoniae apresentaram os valores significantemente maiores 

para: altura da placa ateromatosa (P=0,016); área da placa ateromatosa (P=0,003); área de 

gordura da placa (P=0,011); porcentagem de obstrução da luz (P=0,002). 

 Para os inoculados com as duas bactérias, os valores maiores das variáveis 

foram para: altura da placa ateromatosa (P=0,026); área da placa ateromatosa (P=0,004); 

porcentagem de obstrução da luz (P<0,001). 
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Figura 4. Representação de C.pneumoniae (CP) e M.pneumoniae (MP) ME 4.200 X 
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A B

C D

A B

C D

 
Figura 5. Aspectos microscópicos que exemplificam a aorta dos camundongos apoE KO dos 

diferentes grupos de fêmeas alimentadas com ração normolipidêmica. A – controle, 

B – inoculadas com C.pneumoniae, C – inoculadas com M.pneumoniae,          

D – inoculadas com C.pneumoniae e M.pneumoniae. Coloração por tricrômicro de 

Masson,  80X 
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C D
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Figura 6. Aspectos microscópicos que exemplificam a aorta dos camundongos apoE KO dos 

diferentes grupos de fêmeas alimentadas com ração hiperlipidêmica. A – controle, 

B – inoculadas com C.pneumoniae, C – inoculadas com M.pneumoniae,          

D – inoculadas com C.pneumoniae e M.pneumoniae. Coloração por tricrômicro de 

Masson,  80X 
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Figura 7. Aspectos microscópicos que exemplificam a aorta dos camundongos apoE KO dos 

diferentes grupos de machos alimentados com ração normolipidêmica. A – controle, 

B – inoculados com C.pneumoniae, C – inoculados com M.pneumoniae,          

D – inoculados com C.pneumoniae e M.pneumoniae. Coloração por tricrômicro de 

Masson,  80X 
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Figura 8. Aspectos microscópicos que exemplificam a aorta dos camundongos apoE KO dos 

diferentes grupos de machos alimentadas com ração hiperlipidêmica. A – controle,  

B – inoculados com C.pneumoniae, C – inoculados com M.pneumoniae,          

D – inoculados com C.pneumoniae e M.pneumoniae. Coloração por tricrômicro de 

Masson,  80X 
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6   DISCUSSÃO 

 

6.1  CONSIDERAÇÕES SOBRE O DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

O presente estudo teve como objetivo verificar se a infecção por C.pneumoniae e/ou 

M.pneumoniae em camundongos apoE KO afetaria a morfologia da placa ateromatosa, de 

acordo com o sexo e a dieta rica em colesterol. O estudo foi planejado contendo oito grupos. 

Os grupos infectados e tratados com dieta normolipidêmica foram comparados com o controle 

não infectado e tratados com a mesma dieta. Os outros grupos infectados e tratados com dieta 

hiperlipidêmica foram comparados com o controle não infectado e tratado também com dieta 

hiperlipidêmica. Como foram utilizados machos e fêmeas, os grupos experimentais foram 

comparados aos controles do mesmo sexo. Por meio desses grupos controles foi possível 

individualizar a suscetibilidade à infecção, ligada ao sexo. Também foram comparados os 

grupos infectados e tratados com dieta hiperlipidêmica com os grupos controles tratados com 

dieta normolipidêmica, possibilitando associar o efeito da infecção e da dieta com as 

alterações morfológicas das placas ateromatosas. 

Quanto ao modelo animal, os camundongos apoE KO são freqüentemente utilizados 

para estudos de patogênese, imunologia, evolução da infecção e terapia de aterosclerose (de 

KRUIF et al., 2005). A escolha deste modelo biológico possibilitou a descontaminação 

sanitária, uma vez que havia necessidade de utilizar-se animais livres da infecção por 

micoplasmas e clamídias. Assim, o procedimento de histerectomia asséptica, a manutenção 

dos reprodutores no interior de isoladores e a posterior manipulação dos filhotes 

desmamados, no interior de micro-isoladores, foram importantes para a manutenção do 

estado sanitário, principalmente pelo período de experimentação ter sido longo: os 

camundongos foram tratados com colesterol a partir dos 2 meses de idade, receberam a 
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primeira infecção aos 8 meses, a segunda infecção aos 9 e foram sacrificados com 10 meses 

de idade, aproximadamente. 

A certificação sanitária dos animais mantidos no interior de isoladores foi satisfatória 

quanto à ausência de bactérias patogênicas, comprovada por coleta de espécimes e inoculação 

em meios específicos de uma amostragem de animais, mas os resultados, quando analisados 

por testes sorológicos, não foram conclusivos (resultados não apresentados).  

As doses infectantes e o número de inoculações foram baseados em estudos prévios, 

empregando o mesmo modelo biológico, que mostraram que repetidas inoculações com 

C.pneumoniae levam a uma disfunção do endotélio na aorta (MOAZED et al., 1999; 

BURNETT et al., 2001; ROTHSTEIN et al., 2001).  Quanto ao M.pneumoniae, não há relatos 

prévios da inoculação deste organismo em estudos de aterogênese em camundongos apoE 

KO, optando-se pela utilização de dose e repetições semelhantes às utilizadas nos estudos 

com C.pneumoniae, devido serem ambas bactérias transmitidas naturalmente por aerossóis e 

os indivíduos estarem sujeitos a inúmeras re-infecções.   

A escolha do arco aórtico dos camundongos foi determinada por ser neste segmento 

que ocorre a maior incidência de formação de placa ateromatosa. O corte histológico foi 

analisado de maneira a englobar todas as estruturas da artéria, ou seja, o perímetro externo 

correspondente a lâmina elástica externa; o perímetro interno correspondente a lâmina elástica 

interna; a área da placa ateromatosa; a área de gordura da placa ateromatosa; a altura da placa; 

os diâmetros da artéria e da luz da artéria. 

A área da artéria foi calculada a partir do perímetro, supondo corresponder a uma 

secção transversal do vaso, portanto, representando uma circunferência. Como havia a 

possibilidade do vaso ter sido representado na lâmina obliquamente, foram medidos: o 

diâmetro da artéria correspondente à distância representada entre as lâminas elásticas externas 

e o diâmetro da luz, correspondente à distância representada entre as lâminas elásticas 
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internas. Desta forma, os cálculos das porcentagens de obstrução da luz, ou seja, o quanto a 

placa ateromatosa poderia estar ocluindo o lúmen, foram realizados utilizando como 

parâmetros tanto a área da artéria quanto o diâmetro da mesma, havendo coincidência dos 

mesmos. Nas tabelas foram representados os cálculos obtidos a partir do perímetro da artéria. 

Como neste estudo o enfoque foi histopatológico, utilizou-se as técnicas tradicionais 

para cortes de tecido incluído em parafina, já tradicionalmente padronizadas para diagnóstico 

anátomo-patológico. A análise morfométrica dos cortes histológicos foi utilizada pelo fato de 

fornecer dados precisos e objetivos (COLLAN, 1984).  A coloração pelo tricrômico de 

Masson contribuiu para uma melhor avaliação das áreas de fibrose e gordura. 

 

 

6.2  CONSIDERAÇÕES SOBRE OS RESULTADOS 

 

 A infecção por C.pneumoniae e/ou M.pneumoniae causou agravamento da 

aterosclerose tanto nos machos quanto nas fêmeas. A análise comparativa entre a 

suscetibilidade à infecção, o sexo e a dieta, permitiu inferir qual variável poderia produzir 

placas ateromatosas com características de estabilidade ou instabilidade, parâmetros 

importantes no diagnóstico precoce de eventos agudos da aterosclerose nos seres humanos.  

 

 

6.3  ATEROSCLEROSE E A INFECÇÃO 

 

Os resultados da infecção por C.pneumoniae no presente estudo confirmam o papel 

desta bactéria na exacerbação da intensidade de placa ateromatosa, tanto nos machos quanto 

nas fêmeas, porém com maior ênfase nas fêmeas não suplementadas com colesterol, quando 
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comparadas ao controle constituído por fêmeas normolipidêmicas. Quando a análise associou 

a presença da bactéria com o excesso de colesterol na dieta, mais uma vez houve exacerbação 

nos dois sexos, visualizado pela comparação com o controle normolipidêmico de cada sexo. 

Estes resultados estão de acordo com os observados por HU; PIERCE; ZHONG, 1999; LIU et 

al., 2000; MOAZED et al., 1999, em camundongos, infectados com C.pneumoniae e também 

tratados com dieta hiperlipidêmica. Outros autores não confirmaram o envolvimento da 

bactéria no agravamento da aterosclerose (AALTO-SETALA et al, 2001; BLESSING et al., 

2000; CALIGIURI et al., 2001; LIUBA et al, 2000; PISLARU; VAN DER WERFER, 2003).  

Quanto à infecção por M.pneumoniae não há relatos na literatura sobre o efeito desta 

bactéria na aterosclerose no mesmo modelo biológico aqui utilizado. Em seres humanos, a 

hipótese de que a co-infecção de micoplasma e clamídia estaria associada à aterosclerose foi 

descrita por Higuchi e colaboradores, examinando, ao microscópio eletrônico, segmentos 

coronarianos contendo placas estáveis e rotas dos mesmos pacientes. Em trabalhos 

subseqüentes, do mesmo grupo de pesquisadores, verificaram que a associação de 

C.pneumoniae e M.pneumoniae aumenta a virulência e a proliferação da clamídia, inflamação 

da placa e possível ruptura. Fong et al (1999) analisando a infecção de somente 

M.pneumoniae em coelhos, observaram que não há produção de aterosclerose. Momyiama et 

al. (2004), em estudo envolvendo 549 pacientes, verificaram que os anticorpos contra 

M.pneumoniae estavam associados à doença coronariana crônica, porém, esta associação era 

restrita à pacientes soropositivos para C.pneumoniae, levando este grupo de pesquisadores a 

concluir que a co-infecção por M.pneumoniae e C.pneumoniae poderia ser um importante 

fator na doença coronariana crônica. Portanto, os resultados apresentados pelos estudos da 

literatura corroboram os observados neste estudo quando a presença das duas bactérias 

exacerbou a aterosclerose, principalmente nas fêmeas hiperlipidêmicas. 
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6.4  A VULNERABILIDADE DAS PLACAS ATEROMATOSAS ASSOCIADAS À 

INFECÇÃO E AO SEXO 

 

 Avaliando se o tipo de infecção e o sexo alterariam as características de 

vulnerabilidade da placa aterosclerótica, observou-se que dieta normal produziu nas fêmeas 

inoculadas com M.pneumoniae placas instáveis, com maior conteúdo de gordura e 

remodelamento positivo. Estas características de instabilidade de placas também foram 

observadas entre as fêmeas infectadas com as duas bactérias e tratadas com dieta 

hiperlipidêmica.  

 A importância da avaliação deste parâmetro de vulnerabilidade deve-se ao fato que 

estudos angiográficos em seres humanos revelaram que a erosão ou ruptura ocorria 

freqüentemente em placas com capa fibrosa fina e lúmen preservado da artéria, caracterizando 

um remodelamento positivo (AMBROSE et al., 1988; DAVIES; THOMAS, 1985; 

HACKETT; DAVIES; MASERI, 1988). Estas placas vulneráveis contêm grande quantidade 

de lipídeos (DAVIES et al., 1993) e de macrófagos (MORENO; FALK; PALACIOS, 1994; 

van der WAL et al., 1994). O acúmulo de macrófagos aumenta a quantidade de citocinas pró-

inflamatórias e enzimas degradadoras de matriz extracelular (LIBBY, 1995; VIEIRA; 

RAMIRES, 2003). Os microvasos dentro da placa têm papel importante na sua ruptura, por 

proporcionarem uma extensa superfície de endotélio ativado que recruta células inflamatórias 

e promovem hemorragia intraplaca (O’BRIEN et al., 1993). 

 Bezerra et al. (2001) observaram em segmentos coronarianos humanos de pacientes 

que foram a óbito que onde havia um aumento da área de espessamento da íntima, havia uma 

altura maior da placa, levando a um afilamento das camadas externas do vaso e permitindo a 

protrusão da placa, afastando-a do centro do lúmen, sendo esse fenômeno concentrado no 

local de maior altura da mesma, devido a maior concentração de macrófagos produtores de 
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metaloproteinases degradadoras da matriz extracelular, o que poderia estar favorecendo a 

expansão da artéria no local de maior concentração destas células.  

 As placas ateromatosas que apresentam predominância de matriz extracelular, menor 

quantidade de lipídeos e infiltrado inflamatório, porém maior obstrução do lúmen da artéria, 

portanto, um remodelamento negativo, são menos passíveis de sofrerem ruptura. A co-

infecção por C.pneumoniae e M.pneumoniae produziu placas mais estáveis, sem 

remodelamento positivo e menor conteúdo em gordura, tanto em machos quanto em fêmeas, 

alimentados com dieta normolipidêmica.  

Esta estabilidade das placas ateroscleróticas está associada a presença de fatores de 

crescimento que favorecem um acúmulo de células musculares lisas e aumento da capa 

fibrótica.  Os vasos normais geralmente expressam pouco ou indetectáveis concentrações de 

PDGF (NICHOLSON; GAN; HAIER, 2003), que parecem ter papel fundamental na 

proliferação de células musculares lisas, importantes componentes na formação da capa 

fibrótica e estabilização da placa (BEZERRA et al., 2001; SHOR; PHILLIPS, 1999). A 

inibição de fator de crescimento endotelial e de PDGF leva a diminuição da proliferação de 

células musculares lisas e inflamação em artérias coronarianas implantadas em ratos 

(NYKANEN et al., 2005).  

Os micoplasmas são considerados oportunistas podendo, entretanto, provocarem uma 

alteração nas respostas imunes (KRAUSSE-OPATZ et al., 2004), ativando receptores 

importantes para tais respostas, induzindo apoptose em linfócitos e monócitos (INTO et al., 

2002; ROTTEM, 2003).  Quando associados a outras bactérias, os micoplasmas provocam 

doenças crônicas (NICHOLSON; GAN; HAIER, 2003) e in vitro podem inibir a proliferação 

de clamídias (van NEROM et al., 2000). 
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No presente estudo, os resultados parecem corroborar as observações de Higuchi et al 

(2006) e de Prochnau et al (2004) de que a clamídia estaria mais associada a fatores de 

inflamação da placa e a instabilidade, enquanto o micoplasma, a todos os tipos de placas.  

 A hipótese que a infecção por múltiplos patógenos poderia aumentar substancialmente 

o risco de disfunção do endotélio arterial e alcançar um limiar para indução de alterações 

ateroscleróticas, atraiu a atenção de alguns pesquisadores.  

Liuba et al. (2003) relataram que a co-infecção de camundongos apoE KO com 

C.pneumoniae e H.pylori resultou em disfunção endotelial aórtica e aumento da expressão de 

moléculas de adesão pró-inflamatórias. Outro estudo em seres humanos com doença 

coronariana, demonstrou o risco para disfunção endotelial associado ao aumento do número 

de patógenos (PRASAD et al., 2002).   

 A infecção bacteriana associada a patofisiologia de doença coronariana foi discutida 

por Ott et al. (2005) em estudo constituído por 38 indivíduos portadores da doença e retirando 

destes pacientes tecidos obtidos de aterectomia, com catéter. Os tecidos foram submetidos à 

hibridização in situ para detecção de DNA bacteriano. Foi observada uma grande diversidade 

de espécies bacterianas em todos os espécimes, sugerindo que a colonização por diversas 

bactérias seria mais importante do que por uma única espécie. Suas observações não 

permitiram concluir que as bactérias fossem os agentes causadores da etiopatogenia da doença 

coronariana crônica. Todavia, agentes bacterianos poderiam colonizar secundariamente lesões 

ateromatosas e atuar como fator adicional, acelerando a progressão da doença.  

Lehtieniemi et al. (2005) sugeriram que ateromas poderiam atuar como peneiras 

mecânicas coletando bactérias da circulação, atribuindo aos microorganismos o papel de 

inocente espectador. Embora o conceito da superfície coronária atuar como peneira seja 

intrigante, a colonização bacteriana resultante das lesões poderia ainda direcionar o processo 

de inflamação local (OTT et al., 2005). A presença de macrófagos locais e ativação dos 
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monócitos sistêmicos (DORFFEL et al, 1999; HANSSON, 2005), confirmam esta hipótese. 

Por outro lado, a infecção primária de placas poderia ser um processo não específico, 

acelerando a progressão da doença (OTT et al., 2005). 

Outra possível explicação para a presença de grande variedade de DNA bacteriano na 

coronária seria pela translocação de bactérias do trato gastrontestinal, especialmente da 

cavidade oral. A incidência de bacteremia após extração dentária, tratamento endodôntico ou 

periodontal, com migração via raiz, está bem documentada (LI et al., 2000). 

 

 

6.5  MECANISMOS DE AÇÃO DOS AGENTES INFECCIOSOS 

 

A infecção pode influenciar o desenvolvimento da aterosclerose por inúmeros 

mecanismos, dentre os quais: a disseminação dos microorganismos ou de seus componentes 

para dentro da parede arterial e pelas elevadas concentrações de mediadores inflamatórios 

(STENVINKEL; HEIMBURGER; JOGESTRAND, 2002).  

A influência na progressão da aterosclerose pode ser também pelas repetidas infecções 

durante a vida, levando a episódios de lesões arteriais transitórias, as quais somente se 

resolvem incompletamente após a cessação da doença. Esta hipótese é confirmada por estudos 

angiográficos (BRUSCHKE et al., 1989) que mostram que o curso natural da aterosclerose 

segue em degraus, com possíveis períodos de progressão e regressão da lesão (LIUBA; 

PESONEN, 2005).  

 Outros mecanismos que poderiam intervir na aterogênese são: a lesão arterial 

provocada por endotoxina lipopolissacarídea, liberada por bactérias gram negativas como 

E.coli, C.pneumonieae e H.pylori foi descrita ( LIAO, 1996); a participação de auto-

imunidade devido a mimetização molecular entre o agente infeccioso e as proteínas 
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endovasculares, tais como Heat Shock Protein (LIBBY et al, 2002). Sendo também as 

clamídias ricas em Heat Shock Protein poderiam atuar por este mecanismo (KALAYOUGLU 

et al., 2000). 

 A aterogênese pode também ser agravada pela diminuição da concentração plasmática 

de HDL durante uma infecção aguda e crônica (KHOVIDHUNKIT et al., 2004), por ser esta 

lipoproteína importante no transporte reverso de colesterol, retirada de produtos oxidados e 

mediadores inflamatórios da circulação. 

 A infecção e a inflamação podem também amplificar as modificações oxidativas de 

LDL (KHOVIDHUNKIT et al., 2004). Esta oxidação de LDL leva a formação de produtos 

que exercem inúmeros efeitos aterogênicos, incluindo expressão de moléculas de adesão 

pró-inflamatórias na superfície endotelial, indução de proteínas quimio-atractantes de 

monócitos e linfócitos, proliferação de células musculares lisas e formação de células 

xantomatosas (KITA et al., 2001). A LDL oxidada pode estimular a indução do gene de 

proteínas pró-inflamatórias, fator nuclear kappa, o evento chave para patogênese da 

aterosclerose. O englobamento de LDL oxidada por macrófago, via receptores, leva a 

transformação desta célula para célula xantomatosa, outro fator importante na aterogênese 

(LIUBA; PESONEN, 2005).  

 Da mesma forma, foi demonstrado que certos patógenos podem infectar as células 

endoteliais, aumentando a expressão de moléculas de adesão e proteínas quimio-atractantes, e 

a síntese de citocinas pró-inflamatórias (VITA; LOSCALZO, 2002). As células endoteliais 

infectadas podem responder aumentando a síntese de trombina e expressão de Heat Shock 

Protein, que mimetizam os antígenos bacterianos, facilitando as reações auto-imunes 

(LIUBA; PESONEN, 2005).  
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6.6  ATEROSCLEROSE, SEXO E IDADE 

 

 No homem a aterosclerose se agrava anos após seu início. Em estudos com animais, 

utilizando vários modelos biológicos incluindo coelhos e camundongos modificados 

geneticamente, os efeitos da inoculação de bactérias sobre a progressão da aterosclerose foi 

mais acentuado em animais jovens, e correlacionou-se com o número de inoculação 

(MOAZED et al., 1999). Outros estudos relataram o agravamento das placas ateromatosas 

na artéria braquiocefálica em camundongos com mais de 50 semanas de idade 

(ROSENFELD et al., 2000).  

 Neste estudo, os camundongos apoE KO foram sacrificados com 10 meses de idade 

e a infecção foi provocada no oitavo mês, sendo que neste período a aterosclerose já estava 

em evolução, uma vez que a introdução da dieta rica em colesterol se deu aos dois meses de 

idade. Nos resultados observados, as fêmeas apresentaram uma maior suscetibilidade ao 

aumento da aterosclerose. Diferença na suscetibilidade relacionada ao sexo foi 

anteriormente descrita (PAIGEN et al., 1987; WARDEN et al., 1993; van REE et al., 1994). 

A ausência do gene que codifica a apolipoproteína ApoE provoca um transtorno no 

metabolismo dos lipídeos destes camundongos, provocando um aumento da concentração de 

colesterol no soro, principalmente devido ao aumento das frações VLDL e LDL. Nos 

estudos de PAIGEN et al, 1987, as fêmeas apresentaram maiores concentrações das frações 

de VLDL e LDL e menores concentrações da fração HDL, justificando assim a maior 

suscetibilidade a aterosclerose nelas observada.  

 A diminuição da concentração da fração de lipoproteína HDL nas fêmeas, também foi 

verificada no soro dos camundongos estudados (dados não apresentados), o que sugere a 

associação desta lipoproteína com o agente infeccioso, exacerbando a aterosclerose. 
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6.7  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

As contradições encontradas na literatura com relação ao papel de agentes infecciosos 

no agravamento da aterosclerose se devem a várias causas, como o potencial aterogênico das 

infecções estar na dependência de outros fatores de risco, com os quais as infecções atuam 

sinergisticamente. Esta hipótese está de acordo com a etiologia multifatorial da aterosclerose, 

além da possibilidade do agente infeccioso não ser mais detectável em estágios avançados da 

aterosclerose (LIUBA; PESONEN, 2005).  

Quase um século se passou desde as primeiras suspeitas de que agentes infecciosos 

poderiam agravar a aterosclerose, agentes estes que, naquela época, eram a principal causa da 

mortalidade em seres humanos. Desde então, o panorama se modificou. Atualmente a 

principal causa da mortalidade é a aterosclerose. Se a hipótese de que agentes infecciosos 

estão implicados no agravamento da doença for verdadeira, seria verdadeiro também afirmar 

que a principal causa da mortalidade no homem continua  sendo infecciosa.   

O delineamento experimental proposto neste estudo foi capaz de detectar e quantificar 

alterações presentes na espessura da íntima, estenose do lúmen e remodelamento da aorta de 

camundongos, confirmando a associação de agentes infecciosos com o agravamento da 

aterosclerose. A simplicidade do modelo permite a continuidade da sua utilização para 

aprofundamento nos estudos da interação entre as bactérias e as células presentes no ateroma. 

Permite também a sua utilização no estudo da ação de drogas sobre redução da aterosclerose e 

inúmeras outras abordagens.  

 Os resultados confirmam estudos prévios envolvendo agentes infecciosos na 

patogênese da aterosclerose, mas pesquisas utilizando métodos quantitativos para detecção de 

antígenos e de DNA, são necessárias para um aprofundamento do assunto. 
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7  CONCLUSÃO 

 

 

 Pode-se concluir com os resultados do presente estudo que, em camundongos 
apoE KO: 
 

1. A infecção por C.pneumoniae e/ou M.pneumoniae induziu ou causou agravamento da 

aterosclerose, tanto em machos quanto em fêmeas. 

2. Houve diferenças nas características de vulnerabilidade da placa aterosclerótica, 

conforme o tipo de agente infeccioso e o sexo. 

3. A dieta normolipidêmica produziu placas com as seguintes características: 

a) Mais instáveis, com maior conteúdo de gordura e remodelamento positivo, nas 

fêmeas, mas não nos machos, infectadas por M.pneumoniae. 

b) Mais estáveis, com menor conteúdo de gordura e sem remodelamento, tanto 

nos machos quanto nas fêmeas, co-infectados por C.pneumoniae e 

M.pneumoniae.  

4. A introdução de colesterol levou às seguintes mudanças:  

a) Não houve remodelamento positivo do vaso com infecção por M.pneumoniae 

nas fêmeas. 

b) Desenvolvimento de placas mais instáveis, mais volumosas, com maior 

conteúdo de gordura e com remodelamento positivo, nas fêmeas, mas não nos 

machos, co-infectados por M.pneumoniae e C.pneumoniae. 

c) Placas mais gordurosas nos machos infectados por C.pneumoniae. 
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