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RESUMO

DAMY, S. B. Associa¢io entre infec¢io experimental por Mycoplasma pneumoniae e/ou
Chlamydophila (Chlamydia) pneumoniae e a intensidade das lesdes aterosclerodticas da
aorta, em camundongos C57BL/6 apoE KO, com énfase na diferenca 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 Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2006.

Os mecanismos pelos quais os agentes infecciosos, independentes ou ndo de meio ambiente
permissivo, podem promover a aterogénese e as manifestacdes clinicas ndo estdo
completamente esclarecidos. Apesar das numerosas publicagdes demonstrando a presenga de
antigenos ou DNA de agentes infecciosos nas placas de ateroma, a questdo se o agente
infeccioso pode iniciar o processo aterosclerdtico ou agrava-lo permanece sem resposta,
possibilitando o aprofundamento das pesquisas neste assunto. Desta forma, este trabalho tem
como objetivo estudar se a infec¢ao experimental, por C.pneumoniae e/ou M.pneumoniae, em
camundongos C57BL/6 apoE KO induziria ou afetaria a intensidade e a caracteristica de
vulnerabilidade da placa ateromatosa, de acordo com o sexo e/ou a dieta rica em colesterol.
Meétodos: um grupo de camundongos recebeu dieta enriquecida com 1% de colesterol
(hiperlipidémica), e o outro racdo com formula¢do adequada para espécie (normolipidémica),
desde os dois meses de idade. Aos 8 meses de idade foram subdivididos, inoculados com 10°
UFI de C.pneumoniae e/ou 10° UFC de M.pneumoniae, por via intraperitoneal, reinoculados
um més apos e sacrificados aos 10 meses de idade. Para andlise histopatologica secgdes
transversais das aortas toracicas foram processadas para emblocamento em parafina, cortadas
com 5 pum de espessura e coradas pelas técnicas de hematoxilina-eosina e tricromico de
Masson. As medianas das varidveis: altura da placa, area da placa, area de gordura da placa,
area da artéria, area da luz e porcentagem de obstrugdo da luz da artéria dos diferentes grupos
foram submetidas ao teste de Mann Whitney, com o nivel de rejeicdo de 5%. Resultados: a
infeccdo por C.pneumoniae e/ou M.pneumoniae causou agravamento da aterosclerose tanto
em camundongos C57BL/6 apoE KO machos quanto em fémeas. No entanto, as fémeas
infectadas somente com M.pneumoniae evoluiram com placas mais instaveis, representadas
por maior remodelamento positivo. A co-infec¢do por C.pneumoniae € M.pneumoniae induziu
placas mais estaveis, ou seja, com menor conteido de gordura e sem remodelamento, tanto

nos machos quanto nas fémeas. A introducdo de dieta rica em colesterol levou ao ndo



desenvolvimento de remodelamento positivo do vaso nas fémeas infectadas por
M.pneumoniae, mas sim nas co-infectadas por C.pneumoniae e M. pneumoniae que
apresentaram placas mais instaveis, por serem mais volumosas € com maior conteido de
gordura. Nos machos houve desenvolvimento de placas mais gordurosas nos infectados por
C.pneumoniae. Conclusdo: A infeccdo por C.pneumoniae e/ou M.pneumoniae em
camundongos C57BL/6 apoE KO levou ao desenvolvimento ou agravamento de placas de
aterosclerose, com diferencas em relacao a intensidade e padrdes de vulnerabilidade de acordo
com o sexo versus o tipo de agente infecciosos. Os subgrupos infectados de fémeas
apresentaram maior agravamento da aterosclerose do que os machos. A dieta rica em
colesterol agravou a intensidade da aterosclerose e mudou os padrdes de vulnerabilidade dos

subgrupos infectados.

Palavras-chaves: Aterosclerose. C.pneumoniae. M.pneumoniae. CS7BL/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 [Associacdo entre infecgdo experimental por Mycoplasma pneumoniae e/ou
Chlamydophila (Chlamydia) pneumoniae ¢ a intensidade das lesdes ateroscleroticas da aorta,
em camundongos C57BL/6 apoE KO, com énfase na diferenca entre os sexos]. 2006. 96 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo 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 10° IFU of C. pneumoniae and/or 10° 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. C5TBL/6 apoE KO. Cholesterol.
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1 INTRODUCAO

Aterosclerose refere-se, genericamente, ao espessamento ou endurecimento das
artérias, envolvendo o depdsito de colesterol que atrai células inflamatdrias, fibras musculares
lisas e, por vezes, depdsito de célcio: a esse acimulo da-se o nome de placa de ateroma ou
placa ateromatosa. Os principais alvos da aterosclerose sdo os sistemas cerebral e corondrio,
assim como a aorta, provocando infartos do miocardio e cerebrais (acidentes vasculares
cerebrais), cardiopatia isquémica cronica, gangrena das pernas, oclusdo mesentérica e
encefalopatia isquémica (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1989). Trata-se de uma doenga
com evolugdo cronica, que pode apresentar fendomenos agudos de ruptura da placa e trombose,
iniciando-se nos primeiros anos de vida e apresentando complicacdes repentinas décadas mais
tarde (LIBBY, 2005).

No Brasil, as doengas aterosclerdticas 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 diagndsticos preventivos sdo ainda insuficientes para identificar as vitimas
(NAGHAVI et al., 2003 a, b).

As estrias gordurosas que aparecem na aorta do ser humano apds o nascimento,
aumentando a sua extensdo na segunda década da vida, tiveram sua origem desconhecida por
muitos anos. Aceitava-se que a placa fibrosa era o precursor de lesdes oclusivas e o principal
determinante de risco da doenga clinica (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1989). Modelos
animais sugeriram que hiperlipidemia prolongada resultava na progressdo de estrias
gordurosas para placas fibrosas pela continua deposi¢ao lipidica e outras alteragdes teciduais.

Com a evolugao da ciéncia, muito conhecimento foi acumulado sobre a aterosclerose,

seus fatores de risco ambientais e determinantes genéticos. Nos Ultimos anos as pesquisas se
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voltaram para investigar outras hipdteses de patogénese da aterosclerose nas areas de
imunologia, imunogenética, microbiologia etc. Hoje, vem crescendo o numero de
pesquisadores que acredita ser a aterosclerose uma doenga imuno-inflamatéria-
fibroproliferativa, podendo ter, em sua etiologia, a participagdo de agentes infecciosos.

Foram associados a patogénese e/ou agravamento da aterosclerose Helicobacter
pylori (DANESH; COLLINS; PETO, 1997; PATEL et al.,, 1995), herpesvirus,
citomegalovirus (MELNICK; ADAM; DEBAKEY, 1993), infec¢Oes periodontais (BECK et
al., 1996) e Chlamydophila (Chlamydia) pneumoniae (C.pneumoniae). A co-infec¢dao por
C.pneumoniae € Mycoplasma pneumoniae (M.pneumoniae) foi associada ao agravamento e
rompimento da placa ateromatosa em pesquisas pioneiras realizadas pela equipe de
pesquisadores do Laboratério de Patologia do InCor (HIGUCHI et al., 2000*; HIGUCHI,;
RAMIRES, 2002), apontando para a necessidade da presenca das duas bactérias para a
agudizacdo do processo patolégico.

Apesar de quase um século de estudos associando agentes infecciosos a aterosclerose,
o tema continua polémico, uma vez que, a prova definitiva de ser um determinado
microorganismo agente etiologico de uma patologia, seria a demonstragdo do postulado de
Koch, em que o patdégeno deve estar presente em todos os casos da doenga, isolado do
paciente e cultivado in vitro, reproduzindo os sintomas e lesdes histopatologicas quando
inoculado em hospedeiro saudavel e reisolado deste hospedeiro (LIU; WATERS, 2005).

Os diferentes modelos bioldgicos utilizados nas pesquisas nao reproduzem
inteiramente a evolucao da aterosclerose no homem, sdo tuteis para o estudo da patogénese,
imunologia, tratamento etc, porém ndo ocorre a agudizacdo da doenca representada pela
ruptura da placa ateromatosa, formagdo de trombo, obstru¢do da artéria e subseqiiente

agravamento do quadro clinico.
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Os roedores nao desenvolvem aterosclerose em condi¢des naturais entretanto, com a
criacdo 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 estagios de adesdo de macrofago
com 10 semanas de idade, até o desenvolvimento de ateromas maduros com 24 semanas € tem
sido utilizado em iniimeras abordagens de investigacdo biomédica.

Os mecanismos pelos quais os agentes infecciosos, independentes ou ndo de meio
ambiente permissivo, podem promover a aterogénese e as manifestacdes clinicas ndo estdo
completamente esclarecidos. As pesquisas prévias em muito contribuiram para o atual estagio
de conhecimento, entretanto, a questdo se o agente infeccioso pode iniciar o processo
aterosclerotico ou agrava-lo permanece sem resposta, possibilitando o aprofundamento das
pesquisas neste assunto.

Desta forma, este trabalho tem como objetivo estudar se a infec¢do 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 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FATORES DE RISCO

Inumeros sdo os fatores de risco correlacionados com a aterosclerose por levarem a
disfun¢do endotelial. Dentre os quais o tabagismo, por induzir a formacao de radicais livres, o
diabete melito, pela presenga de produtos finais de glicosilagdo, a hipertensdo, devido ao
aumento de adesividade de mondcitos ao endotélio e pela expressdo de moléculas de adesao
em resposta a angiotensina II, a falta da protecdo de estrégeno em mulheres apods a
menopausa, o sedentarismo e a idade, sdo alguns exemplos (COTRAN; KUMAR; ROBBINS,
1989; LIBBY, 2005; VIEIRA; RAMIRES, 2003).

As dislipidemias e as dislipoproteinemias estdo entre os principais fatores de risco da
aterosclerose em geral e das doengas coronarianas em particular (GENEST; LIBBY; GOTTO,
2005), porém, foi somente na década de setenta que ficou demonstrada a estreita relagdo entre
o consumo de gorduras saturadas e colesterol com a aterosclerose (DEWOOD et al., 1980).

Os lipideos, tais como colesterol, triglicerideos e fosfolipideos sdo transportados em
complexos denominados lipoproteinas que, por possuirem dominios hidrofobos e hidrofilos,
funcionam como interface no meio aquoso do plasma (RAFFAI et al., 1995).

As varias combinagdes de lipidios e apolipoproteinas formam particulas de densidade
e tamanho diferentes, como os quilomicrons, VLDL (very low density lipoprotein), ILD
(intermediate density lipoprotein), HDL (high density lipoprotein) e LDL (low density
lipoprotein), que podem ser separadas por ultracentrifugacdo analitica e sdo reconhecidas por
suas reagdes com anticorpos especificos e distribuicdo caracteristicas; os componentes
protéicos atuam como sinalizadores, tanto dirigindo as lipoproteinas para tecidos especificos,

como ativando enzimas que agem sobre elas (NELSON; COX, 2004).
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O metabolismo dos lipidios foi mais compreendido a partir da caracterizacao dos
receptores das lipoproteinas de baixa densidade nas células (Low density lipoprotein receptor:
LDLr), pelos pesquisadores Brown & Goldstein, em 1986. A interacdo entre as células e as
lipoproteinas é complexa, envolvendo proteoglicanos da superficie celular que proporcionam
ambiente para a atuacdo de enzimas lipoliticas (GENEST; LIBBY; GOTTO, 2005).

Os defeitos estruturais ou auséncia de apolipoproteinas estdo relacionados com
anomalias congénitas (CASTRO et al.,, 1999). A disbetalipoproteinemia familiar ou
hiperlipoproteinemia tipo III constitui uma desordem rara, caracterizada pelo acumulo, no
plasma, de particulas lipoprotéicas. Pacientes com esta doenga apresentam elevado risco
cardiovascular, com sinais patognomonicos representados por xantomas tuberosos ¢ xantomas
estriados palmares, niveis de colesterol e triglicerideos séricos elevados e reduzido HDL. As
lipoproteinas remanescentes, quilomicrons parcialmente catabolizados e VLDL, acumulam-se
no plasma. Este quadro ¢é conseqiliéncia de anormalidade da apolipoproteina E, que nao se liga
aos receptores hepaticos (CASTRO et al., 1999; LIBBY, 2005).

A apolipoproteina E (apoE), produzida por células do figado, rim, cérebro e outros
tecidos (WEISGRABER, 1994), exerce papel importante no transporte do colesterol devido a
sua interagdo 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 esta presente principalmente
em VLDL e quilomicrons. A seqiiéncia de DNA que codifica apoE varia levemente,
produzindo, assim, diferentes formas que diferem uma da outra por um amino acido. Esta
substituigdo pode levar as atividades consideravelmente diferentes. Pacientes com
hiperlipoproteinemia tipo III tem o genotipo Apo E2/2 e os camundongos deficientes de apoE
sdo amplamente utilizados como modelos biologicos para estudo de aterosclerose (ZHANG;

REDDICK; PIEDRAHITA, 1992).
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2.2 PATOGENESE DA ATEROSCLEROSE

A resposta do endotélio a lesdo, proposta por Virchow, no sec. XIX, modificada por
Ross (1999), um século apos, corresponde a teoria mais aceita pela comunidade cientifica
(FONSECA; 1ZAR, 2003). A agressdo ao endotélio, por inumeros fatores, provoca uma
disfuncdo da célula endotelial facilitando a adesdo de mondcitos, infiltracdo de lipoproteinas e a
producao de mitogenos, correspondendo a uma resposta imuno-inflamatoria-fibroproliferativa.

Estudos clinicos e epidemiolédgicos sugeriram que dislipidemia aumenta o risco de
eventos coronarianos agudos (LAROSA et al., 1990) e ensaios bioldgicos em animais
confirmaram a hipdtese de que hipercolesterolemia leva a formacao de placa ateromatosa
(ARMSTRONG; HEISTAD, 1990; VESSELINOVITCH, 1988).

Uma dieta rica em colesterol e acidos graxos saturados favorece o acumulo de
pequenas fragdes lipoprotéicas na camada de proteoglicanos que recobre o endotélio
(SAWAMURA et al, 1997). O prolongamento do tempo de ligagdo destas pequenas
lipoproteinas aos proteoglicanos contribui para a entrada pelas jungdes das células endoteliais
(ACTON et al., 1996; SAWAMURA et al.,, 1997). Estas particulas lipoprotéicas tém
suscetibilidade aumentada a modificacdes oxidativas, considerada por muitos autores um
importante componente da patogénese da aterosclerose (ABIFADEL et al., 2003; MANN et
al., 1997, SAWAMURA et al., 1997; van TOL, 2002).

As células vasculares produzem espécies de oxigénio reativo (ROS), incluindo o anion
superoxido O2°, peroxido de hidrogénio H,O, e perdxido nitrito NOs™. O excesso de LDL na
intima da artéria, devido a hipercolesterolemia, pode levar a modificagdes oxidativas, provocando
acumulo 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 acumulo de espécies reativas de oxigénio,
pode ser provocado por numerosos mecanismos. Estas espécies reativas de oxigénio nio sdo
necessariamente patologicas (AMANN et al., 2003) porém, as células vasculares respondem
ao estresse oxidativo expressando citocinas pro-inflamatdrias e genes pro-aterogénicos. Por
exemplo, oxLDL induz as células endoteliais a expressarem moléculas de adesdo e
quimioquinas, levando ao recrutamento de macréfagos (AIKAWA et al., 2001; BORING et
al., 1998; CYBULSKY et al., 200; LI et al., 1993). O acimulo de macréfagos contribui para a
inflamacao vascular (AIKAWA et al., 2001; ROSENFELD; ROSS, 1990); que, por sua vez,
também ¢ ativada pela oxLDL, passando a expressar o fator nuclear NF-kB que regula o
nimero de genes associados a aterosclerose (COLLINS; CYBULSKY, 2001; SAKAI et al,
2000) e induz a expressdo das monocinas TNF-o (Tumor Necrosis Factor), IL-1 [
(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 tinica média, atraidas por moléculas secretadas pelos macréfagos
(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 linfocitos T,
que atuam na superficie das células musculares lisas levando-as a morte (GENG et al., 1996).

Além das células, a matriz extracelular também se acumula nas placas ateromatosas,
incluindo coldgeno intersticial tipo I e III e proteoglicanos (WIGHT, 1995), produzido pelas
c¢lulas musculares lisas estimuladas por PDGF (Platelet-derived growth factor) e TGF 3
(Transforming growth factor), ambos constituintes dos granulos de plaquetas e produtos de
muitas células encontradas na lesio (AMENTO et al., 1991). Ocorre um balango entre a
sintese e o catabolismo da matriz extracelular, através da a¢do das enzimas conhecidas como

metaloproteinases (DOLLERY; MCEWAN; HENNEX, 1995).
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Conforme a placa aumenta de tamanho ha necessidade do desenvolvimento da
microcirculagdo, para permitir o trafego de leucocitos e o crescimento da placa pela difusdo
de oxigénio e nutrientes; caracteriza-se por um plexo de vasos neoformados, em resposta a
peptideos angiogénicos expressos na placa ateromatosa (O’BRIEN et al., 1993). Pode ocorrer,
ainda, a calcificacdo de areas durante a evolugdo. Algumas subpopulagdoes de células
musculares lisas podem promover a calcificagdo pelo aumento de secre¢do de citocinas, tais

como proteinas morfogenética de osso (LIBBY, 2005).

2.3 OUTROS FATORES DE RISCO

O entendimento do desarranjo do metabolismo lipidico junto com o controle de
hipertensdo, diabete, tabagismo, estilo de vida e outros parametros, levaram a maior controle
preventivo de doencgas cardiovasculares. Paralelamente, outros riscos foram pesquisados
como, por exemplo, a origem do infiltrado inflamatdrio da placa ateromatosa.

Teoricamente, doencas inflamatérias cronicas poderiam resultar da acdo de trés
diferentes tipos de agentes infecciosos: os organismos fastidiosos previamente conhecidos, os
desconhecidos ¢ os indutores de resposta auto-imune. Os dois primeiros podem provocar uma
lacuna no diagnostico e, conseqiiente, falta de tratamento, uma vez que dependendo da
biologia do agente e de fatores intrinsecos e extrinsecos do hospedeiro a infeccdo pode
persistir resultando em inflamagao cronica. O terceiro grupo provoca inflamacao persistente
mesmo na auséncia do agente indutor (CASSEL, 1998).

A dificil correlagdo entre um agente infeccioso com caracteristicas incomuns, € um
quadro patologico, pode ser ilustrada pela pesquisa da etiologia da doenca pulmonar

obstrutiva cronica murina. Desde a primeira descricdo da broncopneumonia cronica em ratos
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(HEKTROEN' apud CASSEL, 1998, p.476), até a identificacdo de Mycoplasma pulmonis,
como agente etioldgico, passaram-se décadas (NELSON, 1940), porém, a ubiqiiidade do
organismo e seu freqiiente isolamento de animais saudaveis e doentes fizeram com que os
micoplasmas fossem considerados comensais, com pequeno potencial patogénico. A
demonstragdo irrefutavel de que a infec¢do por M.pulmonis reproduzia todas as caracteristicas
clinicas e patoldgicas observadas naturalmente, foi realizada inoculando-se animais criados
em condigdes de auséncia de microorganismo (germ free) anos mais tarde (CASSEL et al.,
1973, 1979).

De acordo com Cassel (1998) e Liu e Waters (2005), a hipotese de causa infecciosa na
patogénese ou agravamento da aterosclerose, foi proposta em 1891 por Huchard,
complementada por estudos independentes de Wiesner ¢ Weisel (1906) e por Osler (1908).
Anos mais tarde o herpesvirus aviario foi associado a aterosclerose (FABRICANT et al.,
1978). Desde entdao inimeros estudos surgiram (DANESH; COLLINS; PETO, 1997). Em
levantamento soroldgico de pessoas convalescentes de infarto agudo do miocardio e doencas
cardiacas, detectaram-se altos titulos de anticorpos e imune complexos circulantes contra
C.pneumoniae (SAIKKU et al., 1988; LINNANMAKI et al., 1993), levando pesquisadores a
estimarem que a infec¢do por C. pneumoniae aumenta os riscos de doengas coronarianas
(THOM et al., 1991), e elevados titulos de imune complexos, contendo lipopolissacarideo
clamidiano, ser fator de risco independente para o desenvolvimento de isquemia aguda do
miocardio (SAIKKU, 1993).

Outros estudos associaram a aterosclerose a Helicobacter pylori (DANESH;
COLLINS; PETO, 1997; PATEL et al., 1995), a herpesvirus, a citomegalovirus (MELNICK;

ADAM; DEBAKEY, 1993), e as infecgdes periodontais (BECK et al., 1996, 2005).

"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 sao sobre a parede vascular, incluindo lise
celular (GAYDOS et al., 1996; KAUKORANTA-TOLVANEN et al., 1994), alteragdes pro-
inflamatorias (KAUKORANTA-TOLVANEN et al.,, 1996) ¢ aumento da atividade pro-
coagulante (FRYERT et al., 1997), entre outros. Os efeitos indiretos sist€émicos envolvem
inducdo de proteinas da fase aguda (CASTELL et al., 1990), estabelecimento de estados pro-
trombdticos (HEALY; GELEHRTER, 1994), estresse hemodindmico causado pela
taquicardia, aumento do débito cardiaco, ou ativacdao inflamatoria regional em resposta a
endotoxemia sistémica; os efeitos da infec¢do sistémica geralmente combinam-se com outros
fatores de risco, como por exemplo: fumo, hiperlipidemia, histérico familiar etc. (KOL;
LIBBY, 1998)

Apesar de quase um século de estudos associando agentes infecciosos a aterosclerose o
tema continua polémico uma vez que, a prova definitiva de ser um determinado
microorganismo agente etiologico de uma patologia, seria a demonstragcao do postulado de
Koch, em que o patdégeno deve estar presente em todos os casos da doenga, isolado do paciente
e cultivado in vitro, reproduzindo os sintomas e lesdes histopatologicas quando inoculado em
hospedeiro saudavel e reisolado deste hospedeiro (LIU; WATERS, 2005). Os diferentes
modelos bioldgicos utilizados nas pesquisas ndo reproduzem inteiramente a evolugdo da
aterosclerose no homem, sdo uteis para o estudo da patogénese, imunologia, tratamento etc,
porém, ndo ocorre a agudiza¢do da doenca representada pela ruptura da placa ateromatosa,

formagao de trombo, obstrucao da artéria e subseqiiente agravamento do quadro clinico.

2.3.1 Chlamydophyla (Chlamydia) pneumoniae (C.pneumoniae)

Ao género Chlamydia pertencem 4 espécies: C. tracomatis, C.psittaci, C.pecorum €
C.pneumoniae. As clamidias sdo parasitas intracelulares obrigatorios estreitamente

relacionadas as bactérias gram negativas, multiplicando-se dentro de vacutolos
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intracitoplasmaticos que, por ndo se fundirem com os lisossomos, ndo sofrem a agdo de
hidrolases lisossomicas. A morfologia da inclusdo varia entre as diferentes espécies de
clamidias. Algumas cepas desenvolvem-se dentro de um unico vactolo, denominado corpo
reticulado, que se diferencia em corpos elementares. Estes representam a forma infecciosa,
adaptada para sobreviver extracelularmente, enquanto a reticulada ¢ metabolicamente ativa,
adaptada para se multiplicar no citoplasma. O organismo pode apresentar ainda a forma de
“corpusculo persistente”, intracelular, metabolicamente inativa, ndo replicante, mas viavel,
permitindo a manutengdo da infec¢dao cronica. Os corpos elementares aderem a nova célula
hospedeira e penetra no citoplasma por endocitose onde se multiplicam por divisdo binaria,
formando as inclusdes caracteristicas (LIU; WATERS, 2005; MOULDER, 1984; ROCKEY;
FISCHER; HACKSTADT, 1996).

A espécie pneumoniae foi isolada em 1965 dos olhos de uma crianga com tracoma em
Taiwan (cepa TW-183) e mais tarde do trato respiratorio de um estudante em Seattle, em
1983 (cepa AR-39), posteriormente descritos como da mesma espécie, denominada entdo
TWAR (GRAYSTON, 1992), cujo corpusculo elementar possui a forma de péra, ao contrario
das demais espécies cujos corpusculos elementares sdo redondos (KUO et al., 1993).
C.pneumoniae provoca infeccdo persistente e multiplica-se em células endoteliais, células
musculares lisas ¢ macrofagos, disseminando-se pelo organismo via macréfagos (MOAZED
et al., 1998; YANG; KUO; GRAYSTON, 1995).

As clamidias estdo largamente disseminadas, tendo como hospedeiros naturais os
mamiferos e as aves. No homem C.pneumoniae esta associada a varias doengas do trato
respiratorio, desde faringite até pneumonia, e foi isolada entre 15-20% de adultos e criancas
com pneumonia (GRAYSTON, 1992), podendo persistir por meses (HAMMERSCHLAG;

CHIRGWIN; ROBLIN, 1992).
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Os primeiros pesquisadores a demonstrar a relacao entre aterosclerose e C.pneumoniae
foram Saikku e sua equipe (1988), encontrando elevados titulos de anticorpos contra
C.pneumoniae em pacientes com doenca coronariana. Em placas ateromatosas de vasos
humanos a mesma bactéria foi detectada por varios métodos in situ (KUO et al., 1993;
TAYLOR-ROBINSON; THOMAS, 2000). Estudos in vitro sugeriram a acdo de heat shock
protein 60 (HSP60) e do lipopolissacaridio (LPS) clamidianos na formacdo da célula
xantomatosa (KALAYOGLU et al.,, 2000; KOL; LIBBY, 1998). Em camundongos, o
desenvolvimento de placas ateromatosas foi acelerado pela infec¢do com C.pneumoniae com
infiltrado inflamatorio na intima (HU; PIERCE; ZHONG, 1999; LIU et al., 2000; MOAZED
et al.,, 1999). Entretanto, outros resultados ndo 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 Mpycoplasma pneumoniae (M.pneumoniae)

A infec¢do causada por M. pneumoniae apresenta-se geralmente assintomatica,
associada ao trato respiratério superior, manifestando-se como pneumonia se houverem
condigdes favoraveis. 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 auséncia de parede celular. Devido a sua limitada capacidade de biossintese, algumas
espécies sao parasitas de hospedeiros e tecidos especificos (RAZIN, 1998). Os micoplasmas
possuem ainda a caracteristica de mimetizarem os antigenos do hospedeiro, sobrevivendo
dentro de fagocitos e nao fagocitos, e de gerar antigenos com composi¢ao diferente em sua

superficie escapando assim do reconhecimento pelas células hospedeiras. Os mecanismos
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pelos quais os micoplasmas interagem e lesam as células hospedeiras eucariotas sdo pouco
conhecidos (ROTTEM, 2003).

Os micoplasmas sdo ubiquos no reino animal e virtualmente os mamiferos, aves,
répteis, anfibios e peixes que foram testados revelaram espécies de micoplasma
especificas. Esta afirmagdo foi contestada por estudos recentes que demonstraram a
presenca de M.bovis, M.agalactiae, M.mycoides em varios hospedeiros, podendo ser
transmitidos facilmente entre ovinos, caprinos e bovinos, sugerindo ser o hospedeiro
aquele em que a espécie de micoplasma fosse mais freqiientemente detectada (PITCHER;
NICHOLAS, 2005).

O potencial patogénico dos micoplasmas foi demonstrado pela infeccdo de células
embridnicas de camundongos C3H, com M.fermentans ou M.penetrans, os quais estimularam
oncogenes transformando permanentemente as células (ZHANG et al., 1997). Na vagina,
onde sdo encontrados como parte da flora, podem transformar-se em patogénicos, dependendo
das circunstancias (JUDLIN, 2004).

M.pneumoniae, a espécie mais estudada, possui uma expansdo polar e core eletron
denso, com fung¢do de aderéncia, auxiliando na motilidade (RAZIN, 1992). Permanece ainda a
duavida se micoplasmas aderem a superficie das células ou as invadem (RAZIN et al., 1998).
A falta de parede celular permite um contato intimo entre a membrana do micoplasma e a
membrana da célula hospedeira e, em condi¢des apropriadas, pode ocorrer fusdo celular
(ROTTEM, 2003). Durante o processo de fusdo os componentes do micoplasma sdo liberados
dentro da célula hospedeira e afetam as fun¢des normais da célula, devido a agcdo 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 fagdcitos mononucleares estimulando a sintese de

citocinas pro-inflamatorias (RUUTH; PRAZ, 1989), excretam peroxido de hidrogénio e
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radicais superoxidos, possibilitando lesdes na membrana das células hospedeiras onde se
aderem firmemente (ALMAGOR et al., 1986).

Diferentes estudos relataram a falta de resposta de anticorpos a M.pneumoniae, tanto
em adultos como em criangas com pneumonia indicando que as pessoas afetadas nao
respondem da mesma forma a infec¢do, talvez devido a diferengas genéticas, o que poderia
contribuir para a persisténcia do organismo, assim como suas propriedades
imunomoduladoras (BLOCK et al., 1995; CASSELL; DRNEC; WAITES, 1991; HARRIS et

al., 1998).

2.3.3 Co-infec¢io por C. pneumoniae e M. pneumoniae

A associagdo 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 doengas
respiratérias e, pelo fato de ambos serem microorganismos fastidiosos, podem ndo ser
detectados, uma vez que métodos para diagndstico ndo estdo rotineiramente disponiveis,
mesmo nos melhores laboratorios referéncias (CASSEL, 1998).

A hipotese de que a co-infeccdo de micoplasma e clamidia estaria associada a
aterosclerose foi descrita por Higuchi e colaboradores em inimeros estudos em que
demonstraram associacdo de C.pneumoniae € M.pneumoniae em placas ateromatosas. Os
resultados, de uma forma geral, apontaram para a participacdo do M.prneumoniae na
patogénese da aterosclerose e sua intima associagdo com C.pneumoniae, o que poderia ser um
dos fatores a causar arterite localizada na corondria, ruptura da placa e infarto agudo do
miocéardio (HIGUCHI et al., 2000a, HIGUCHI; RAMIRES, 2002). Um estudo experimental

anterior demonstrou que a infec¢do de M.pneumoniae em coelhos ndo produziu aterosclerose
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(FONG et al., 1999), favorecendo a hipotese de as duas bactérias, clamidia e micoplasma,
serem necessarias para o desenvolvimento da placa instavel.

A co-infeccao por clamidia e micoplasma foi também encontrada em colonia de ratos
convencionais assintomaticos, com deteccdo dos antigenos bacterianos nos pulmdes, figado,
coragdo, rins e baco. Este foi o primeiro relato da infec¢dao natural por clamidias em ratos,
demonstrando que, por ser uma infec¢ao assintomatica, pode nao estar sendo adequadamente

diagnosticada (DAMY et al., 2003).

2.3.4 Suscetibilidade a Aterosclerose ligada ao sexo

Apo6s a menopausa, as mulheres apresentam uma predisposicdo ao infarto do
miocardio e outras complicagdes da aterosclerose igual a dos homens (GENEST; LIBBY;
GOTTO, 2005). Atribui-se as fungdes do estrogeno, relacionadas a um perfil lipidico mais
favoravel e a melhor funcdo do endotélio, a protecdo das mulheres antes da menopausa
(BURKE et al., 1998; GEHARD; GANZ, 1995).

Estudos epidemiologicos mostraram que o espessamento das tinicas intima e média da
artéria cardtida ¢ maior nos homens, em comparagao as mulheres, e que esta espessura
aumenta em ambos os sexos com a idade, sendo nas mulheres um forte indicador de
subseqiientes riscos de doenca coronariana clinica (CHAMBLESS et al., 1997). A
calcificagdo da artéria aorta, toracica e abdominal, também foi associada com o aumento do
risco a doengas cardiovasculares tanto em homens como em mulheres (KULLER et al., 1999;
WITTERMAN; KOK; van SAASE, 1986).

Em analise da mortalidade provocada por doencas coronarianas em estudo realizado
nos Estados Unidos, os resultados demonstraram uma significante diferenca nos indices de
mortalidade entre brancos e negros (HO; PAULTRE; MOSCA, 2005). Na populacao branca

os homens apresentaram um risco seis vezes maior do quando comparado as mulheres
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brancas, quando jovens, € na populacdo negra a diferenca foi menos pronunciada,
apresentando os homens um risco duas vezes maior quando comparados as mulheres negras,
também jovens. Estes resultados sugerem que outros fatores de riscos, como a variagao

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

24 RUPTURA E REMODELAMENTO DAS PLACAS ATEROMATOSAS

A trombose significa o mecanismo de transi¢do entre a fase cronica para a aguda da
aterosclerose entre os seres humanos. A ruptura fisica 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 erosdo superficial da
intima (LIBBY, 2005).

A principal resisténcia da capa fibrosa ¢ dada pelo coldgeno. Assim, fatores que
diminuem a sintese de colageno 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
migracdo de células musculares lisas e remodelamento arterial (LENDON et al., 1991;
LOREE et al., 1992).

As placas ateromatosas que apresentam predominancia de matriz extracelular, menor
quantidade de lipideos e infiltrado inflamatorio, porém maior obstrucdo do limen da artéria,
portanto um remodelamento negativo, sdo menos passiveis de sofrerem ruptura. Esta
caracteristica de placas ateromatosas apresentando infiltrado inflamatdrio estarem associadas
ao agravamento da aterosclerose, direcionaram e direcionam as hipoteses dos pesquisadores

sobre envolvimento de agentes infecciosos na doenca.
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2.5 MODELOS BIOLOGICOS 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 aterogénica, tendo ainda relatado infarto agudo do miocardio em pombas idosas em
conseqiiéncia de ruptura da placa ateromatosa, caracteristica unica entre os modelos animais.
As pombas sdo os Unicos modelos, com exce¢ao de primatas ndo humanos, que consomem
dieta aterogénica por pelo menos 10 anos, nos quais a trombose associada com aterosclerose
experimental é encontrada.

Os roedores ndo desenvolvem aterosclerose em condigdes 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 aterogénese, utilizando a abordagem da genética
classica e empregando linhagens isogénicas recombinantes alimentadas com dieta aterogénica
modificada (PAIGEN et al., 1985; SMITH, 1998).

Mais tarde, em trabalhos independentes e concomitantes, equipes diferentes criaram
camundongos com fendtipos idénticos, deletados da apolipoproteina E (apoE) (van REE et al.,
1994). Estes camundongos desenvolvem ateroclerose mesmo quando alimentados com dieta
normal devido a algumas fragdes de lipoproteina ndo conseguirem se ligar a receptores das
células pela falta de apoE para a ancoragem. As placas ateromatosas neste modelo biologico
se desenvolvem espontaneamente, desde os primeiros estagios de adesdo de macrofago 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 as infecgdes.

Os camundongos apoE KO foram submetidos a infec¢ao por C.pneumoniae, por diferentes
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vias e esquema de inoculagdes, apresentando aumento das lesdes aterosclerdticas
associadas a infeccdo (BURNETT et al., 2001; MOAZED et al., 1999; ROTHSTEIN et
al., 2001). Em outros estudos a associagdo entre infec¢do e agravamento da aterosclerose
ndo foi verificada (AALTO-SETALA et al.,, 2001; LIUBA et al., 2000, 2003). Os
resultados conflitantes observados foram atribuidos as variagdes na viruléncia das cepas
de C.pneumoniae, aos diferentes esquemas de imunizagdes, bem como a idade do
hospedeiro (De KRUIF et al., 2005).

As propriedades aterogénicas 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 0os agentes
infecciosos, independentes ou ndo de meio ambiente permissivo, podem promover a
aterogénese e as manifestagcdes clinicas ainda estdo longe de estarem esclarecidos. A questao
se o agente infeccioso pode iniciar o processo aterosclerotico ou agrava-lo permanece aberta,
possibilitando o aprofundamento das pesquisas neste assunto.

Nao foram encontradas na literatura pesquisas associando a infecgdo por
M.pneumoniae com aterosclerose em camundongos apoE KO. Esta associacdo foi feita em
estudo em coelhos, cujos resultados ndo apontaram participagdo dos micoplasmas no aumento

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

2.5.1 Modelo de Aterosclerose Ligado ao Sexo

Apesar das evidéncias clinicas da protecao das mulheres a aterosclerose, praticamente
nao existem dados de literatura sobre o impacto do sexo no desenvolvimento de aterosclerose

experimental versus infecgao.
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Assim como acontece em diferentes areas de investigacdo biomédica, os machos sdo
preferidos como modelo biologico por ndo apresentarem variagdo hormonal ciclica. Em
estudos realizado por Burnett et al. (2001), co-infectando os camundongos apoE KO com
citomegalovirus e clamidia, verificaram que as fémeas ndo inoculadas, apresentaram area de

lesdo de placa ateromatosa até duas vezes maior do que os machos.



Objetivos 35

3 OBJETIVOS

Utilizando como modelo bioldgico o camundongo apoE KO que tem propensao ao

desenvolvimento de aterosclerose, verificar:

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

2. Se a infecgdo e o sexo influenciam nas caracteristicas de vulnerabilidade da placa.

3. Se a co-infecgdo por C.pneumoniae ¢ M.pneumoniae modifica a intensidade e as
caracteristicas histopatologicas de placas ateromatosas induzida por infec¢do
somente por C.pneumoniae ou M.pneumoniae.

4. Se a introducao de dieta enriquecida com colesterol interfere nessas caracteristicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Camundongos geneticamente alterados apoE KO, homozigoto para a dele¢do do gene
apolipoproteina E (apoE /"), foram recebidos da Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine,
USA) e gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Eder Quintdo. A fim de eliminar contaminantes,
no Biotério de Experimentagdo da Disciplina de Técnica Cirtirgica e Cirurgia Experimental da
FMUSP, os camundongos foram submetidos a uma rederivagdo sanitaria, através de cesariana
asséptica, a fim de eliminar organismos patogénicos especificos (SPF=specific pathogen free),
particularmente micoplasmas e clamidias. O utero contendo os fetos da linhagem apoE KO
foi introduzido por meio de um banho germicida no interior de um isolador flexivel (Veco do
Brasil, Campinas). No interior do isolador os fetos foram retirados do interior do utero,
reanimados, sendo entdo introduzidos em um ninho de uma fémea de camundongo BALB/c
SPF, recém parida, mantida no interior do isolador e recebida do Biotério de Experimentacdo
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, gentilmente cedida pela Dra. Silvia Massironi.
Os camundongos desmamados foram transferidos para microisoladores e manipulados em
capela de fluxo laminar. A higienizacdo consistiu de 2 trocas por semana da cama de
maravalha autoclavada, 4gua filtrada e racdo com formulagdo adequada para a espécie (Guabi
— Mogiana Alimentos S.A, Campinas, SP-BR), esterilizada por raios gama (Embrarad, Cotia);
tanto a dgua quanto a racdo foram fornecidos ad libitum. As condi¢des ambientais mantidas
na sala foram de 23°C * 2 °C, ciclo de luz e escuridao de 12/12 horas.

Os controles bacteriologicos e soroldgicos dos camundongos desmamados foram

realizados pelo Laboratério de Bacteriologia do Biotério Central e pelo Biotério de
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Experimentacdo do ICB/USP, cujos resultados nao apontaram a presenca de organismos
patogénicos especificos.

Todos os procedimentos utilizados neste trabalho foram aprovados previamente pela
Comissdo de Etica do HCFMUSP, e estio de acordo com as normas internacionais

(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996).

4.2 CEPAS DE BACTERIAS

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 laboratério de Riquétsias do Instituto Adolfo Lutz, em células Hep2 e
meio de cultura minimo essencial Eagle, com 10% de soro fetal bovino, cicloheximide 1
ug/mL, vancomicina 25 pg/mL, gentamicina 10 pug/mL , anfotericina B 3 ug/mL. As
bactérias foram repicadas a cada 72 horas e o crescimento monitorado por imunofluorescéncia

indireta ¢ os titulos foram expressos como unidade formadora de inclusdo por mililitro

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

M. pneumoniae

Foi utilizada a cepa FH de Mycoplasma pneumoniae, obtida do Laboratério 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. Apds 5 dias houve a alteracdo do pH do caldo sem turvagdo. A

cultura foi distribuida em aliquotas de 1 mL e congelada a -70°C. A determinagdo de
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unidades formadoras de coldnias (UFC) ocorreu apos o descongelamento de duas aliquotas.
Esta suspensdo foi diluida de 10" a 10 ® em tubos (12 x 72 mm) com 2mL do caldo SP4.
Cem microlitros de cada diluicdo foram semeados em duplicatas em placas com agar SP4
para contagem de colonias. Apos 7 dias de incubacdo a 37°C, em aerobiose, houve
desenvolvimento de coldnias obtidas das dilui¢des, que produziram entre 30 e 300 colonias. A
média das contagens de colonias 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 fémeas, foram divididos em dois
grupos, um recebendo ra¢do com 1% de colesterol e o outro recebendo ra¢do normal. Aos 8

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

GRUPO SEM COLESTEROL

Controles ndo inoculados: 9 fémeas, 6 machos
Inoculados com C.pneumoniae: 8 fémeas, 8 machos
Inoculados com M.pneumoniae: 5 fémeas, 8 machos

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

GRUPO COM COLESTEROL

Controles ndo inoculados: 11 fémeas, 7 machos
Inoculados com C.pneumoniae: 8 fémeas, 9 machos
Inoculados com M.pneumoniae: 12 fémeas, 13 machos

Inoculados com M.prneumoniae e C.pneumoniae: 9 fémeas, 7 machos
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Foram inoculados com uma dose de 10° UFC/camundongo de M.pneumoniae ¢ 10°
UFI/camundongo de C.pneumoniae, dissolvidos em um volume de 100 pl de solugdo salina
por via intraperitoneal; reinoculados com a mesma dose, apos 30 dias e sacrificados 60 dias
apds a primeira inoculagdo, com aproximadamente 10-11 meses de idade. Os controles

receberam 100 pL de solugdo salina estéril por via intra-peritoneal.

44 PREPARO DA RACAO COM 1% DE COLESTEROL

A ragdo comercial foi pulverizada com 10 g de colesterol (Sigma — C8503, 95% de
pureza USP), veiculado em 50 mL de éter etilico e 100 mL de alcool 70° (Farmacia do
HCFMUSP), permanecendo em capela de exaustdo de ar por 24 horas para eliminar o efeito
toxico do éter. A cada 15 dias era produzido um lote de 5 quilos de ragdo (DAMASCENO,

1997).

4.5 SACRIFICIO 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 apds a
profundidade da anestesia foi assegurada pela taxa respiratoria, indicadores de tonus muscular
e auséncia de reflexos interdigitais. Foram colocados em placa de dissec¢do e contidos. As
cavidades toracicas e peritoneal foram abertas e, com um Buterfly 27 G heparinizado, foi feita
uma puncdo intracardiaca na base do ventriculo esquerdo para coleta de aproximadamente 1

mL de sangue; em seguida os 6rgdos foram perfundidos com formol tamponado a 10%, em
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pressao fisioldgica. Quando a palidez dos 6rgaos indicavam que a perfusao estava satisfatoria,

as amostras de tecidos eram coletadas.

4.6 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

A aorta toracica foi representada em cortes transversais, na altura do arco. As amostras
foram submetidas as técnicas histologicas tradicionais, cortadas a 5 um por um micrétomo
semi-automatico (LEICA 2145), as seccdes foram colocadas em laminas silanizadas com
aminopropyltriethoxysilane a 2% em acetona pura, resultando em maior aderéncia do corte. A

seguir foram coradas pela técnica de tricromico de Masson.

4.7 DETECCAO DE M.pneumoniae e C.pneumoniae

A detec¢do dos microorganismos na placa foi feita por microscopia eletronica,
segundo a técnica de Reynolds (1963). As amostras foram observadas em microscopio

eletronico de transmissdo Philips EM-301.

4.8 ANALISE HISTOLOGICA

Todas as laminas histologicas foram analisadas em um sistema de imagem digital
Leica (Quantimet 500), constituido por um microscépio acoplado a um computador que
digitaliza as imagens e permite medidas morfométricas e quantificagcdes de tecidos por meio

de diferencas de gradientes de cor.
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a) Morfometria
Nas laminas coradas pelo Tricrdmio de Masson, que destaca o tecido conjuntivo,
foram realizadas as seguintes medidas (Figuras 1 ¢ 2):
e Perimetro da luz potencial da artéria, correspondente a lamina elastica interna (LEI) - mm
e Perimetro da artéria, correspondente a 1amina elastica externa (LEE) - mm
e Area da placa — mm®
e Altura maior da placa - mm

e Area de gordura da placa - mm’

b) Composicao: no estudo da composi¢ao da placa foi quantificado o porcentual de area
ocupado pela gordura na placa ateromatosa.

No processamento histolégico foi utilizado o xilol como solvente para tornar o tecido
miscivel a parafina, dissolvendo, porém, a gordura. Desta forma, a gordura foi quantificada de
maneira indireta, em colora¢do pelo Tricromico de Masson, medindo-se as areas claras
correspondentes a imagem negativa da gordura (Fig. 3). Essas areas foram quantificadas

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

¢) Calculos: Foram utilizadas as seguintes férmulas:

Fragdo de area = Area da placa x 100  (SHIOMI; YAMADA; ITO, 2005)
Area inteira da tunica intima

Area da artéria = (perimetro da aorta)2
47

Area da luz potencial da artéria = (perimetro da luz da aorta)
4n

Porcentagem de estenose = Area da luz do vaso x 100
Area da luz potencial do vaso
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados obtidos na analise das sec¢des da aorta de grupos camundongos
C57BL/6 apoE KO inoculados por M.pneumoniae e/ou C.pneumoniae, tratados com dieta
hiperlipidémica ou normolipidémica, foram comparados com dois grupos controles: um
controle formado por camundongos, da mesma linhagem, ndo inoculados e tratados com dieta
hiperlipidémica e o outro grupo, com o mesmo modelo bioldgico, ndo inoculado e tratado
com dieta normolipidémica. Foram comparados também os grupos inoculados tratados com

dieta hiperlipidémica, com o controle que recebeu dieta normolipidémica.

Os resultados obtidos das medidas foram analisados pelo programa Sigma Stat para
Windows, versao 1,0 (Sigma Chemical, Co, St Louis, MO, EUA), aplicando-se o teste de
Mann-Whitney para compara¢do das medianas. Os valores de P<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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Diametro

potencial da luz Diametro

da aorta

Altura da placa

Figura 1. Representacdo de algumas das medidas morfométricas
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Figura 2. Representacdo da area da placa
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Fracdo de gordura na placa

Figura 3. Representagdo da area de gordura da placa ateromatosa

45
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5 RESULTADOS

No periodo de observagdo pos-infecgao os camundongos nao apresentaram sinais de
doencas, porém foram registrados os seguintes Obitos: quatro machos inoculados com
M.pneumoniae, uma fémea ¢ um macho inoculados com M.pneumoniae e C.pneumoniae, todos
pertencentes ao grupo tratado com dieta hiperlipidémica. A causa da morte ndo foi determinada.

A confirmacao da infeccdo foi feita através de exames de amostras da aorta de
camundongos inoculados ao microscopio eletronico. 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, nucleo denso, representativo de clamidia.

Os aspectos microscopicos da seccdo da aorta dos camundongos apoE KO, dos
diferentes grupos de fémeas e machos, estao representados nas figuras 5, 6, 7 e 8.

As medianas das varidveis compreendendo: altura da placa; area da placa e area de
gordura da placa ateromatosa; area da luz potencial e area da artéria aorta; porcentagem de
obstrugdo da luz da artéria, realizadas nos grupos inoculados e os respectivos controles, estdo

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

5.1 FEMEAS SUBMETIDAS A DIETA NORMOLIPIDEMICA E INOCULADAS

COM AGENTES INFECCIOSOS

Os valores das medianas dos grupos de fémeas infectadas e tratadas com dieta
normolipidémica, comparado ao controle que recebeu a mesma dieta, estdo representados na

tabela 1. Os valores foram significantemente maiores nas variaveis: altura da placa



Resultados 47

ateromatosa (P=0,002), area da placa ateromatosa (P=0,001), area de gordura da placa (P=0,002)
e porcentagem de obstrucao da luz (P<0,001), entre as inoculadas com C.pneumoniae.

As inoculadas com M.pneumoniae apresentaram valores significantemente maiores
nas varidveis: area da placa ateromatosa (P=0,008), area de gordura da placa ateromatosa
(P=0,008); area da luz da artéria (P=0,033); area da artéria aorta (P=0,033); porcentagem de
obstrucao da Iuz (P=0,008).

Quanto as fémeas inoculadas com ambas bactérias, foram observados valores maiores
nas seguintes variaveis: altura da placa (P=0,030) e porcentagem de obstrucdo da luz

(P=0,030).

52 FEMEAS SUBMETIDAS A DIETA HIPERLIPIDEMICA E INOCULADAS

COM AGENTES INFECCIOSOS

A tabela 2 ilustra as medidas realizadas nos grupos de fémeas inoculadas e tratadas
com dieta hiperlipidémica, comparadas aos controles tratados com a mesma dieta. Houve
valores maiores nas variaveis area da placa ateromatosa (P=0,023) entre as inoculadas com
C.pneumoniae.

As inoculadas com M.pneumoniae ndo apresentaram valores significantemente
maiores das varidveis quando comparados aos valores do grupo controle.

Quando inoculadas com as duas bactérias, as seguintes variaveis apresentaram valores
maiores: altura da placa ateromatos (P=0,043); area da placa ateromatosa (P=0,023); area de

gordura da placa (P=0,035); area da luz da artéria (P=0,023).
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5.3 FEMEAS SUBMETIDAS A DIETA HIPERLIPIDEMICA E INOCULADAS
COM AGENTES INFECCIOSOS COMPARADAS COM CONTROLES

TRATADOS COM DIETA NORMOLIPIDEMICA

Quando os valores das variaveis estudadas do grupo de fémeas inoculadas e tratadas
com dieta hiperlipidémica foram comparadas com o controle tratado com dieta
normolipidémica, tabela 3, foram significantemente maiores: altura da placa ateromatosa
(P=0,002); area da placa ateromatosa (P<0,001); area de gordura da placa (P=0,002);
porcentagem de obstru¢ao 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); area da placa ateromatosa (P=0,003); area de
gordura da placa (P=0,002); porcentagem de obstrucao da luz (P=0,004).

Para as inoculadas com as duas bactérias, os valores maiores das variaveis foram para:
area da placa ateromatosa (P=0,043); area da placa ateromatosa (P<0,001); area de gordura da

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

54 MACHOS SUBMETIDOS A DIETA NORMOLIPIDEMICA E INOCULADOS

COM AGENTES INFECCIOSOS

Os valores das medianas dos grupos de machos infectados e tratados com dieta
normolipidémica, comparados ao controle que recebeu a mesma dieta, estdo representados na
tabela 4. Houve valores significantemente maiores nas variaveis: area da placa ateromatosa
(P=0,013); porcentagem de obstrucdo da Iluz (P=0,013), entre os inoculados com

C.pneumoniae.
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Os inoculados com M.pneumoniae nao apresentaram valores significantemente
maiores nas variaveis.
Quanto aos machos inoculados com ambas bactérias, foram observados valores

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

5.5 MACHOS SUBMETIDOS A DIETA HIPERLIPIDEMICA E INOCULADOS

COM AGENTES INFECCIOSOS

A tabela 5 ilustra as medidas realizadas nos grupos de machos inoculados e tratados
com dieta hiperlipidémica, comparadas aos controles tratados com a mesma dieta. Houve
valores maiores para a variavel area de gordura da placa ateromatosa (P=0,044) entre os
inoculados com C.pneumoniae.

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

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

5.6 MACHOS SUBMETIDOS A DIETA HIPERLIPIDEMICA E INOCULADOS
COM AGENTES INFECCIOSOS COMPARADOS COM CONTROLES

TRATADOS COM DIETA NORMOLIPIDEMICA

Quando os valores das variaveis estudadas do grupo de machos inoculados e tratados
com dieta hiperlipidémica foram comparados com o controle tratado com dieta

normolipidémica, tabela 6, foram significantemente maiores: altura da placa ateromatosa
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(P=0,011); area da placa ateromatosa (P=0,002); area de gordura da placa (P=0,006);
porcentagem de obstru¢ao 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); area da placa ateromatosa (P=0,003); area de
gordura da placa (P=0,011); porcentagem de obstrucao da luz (P=0,002).

Para os inoculados com as duas bactérias, os valores maiores das variaveis
foram para: altura da placa ateromatosa (P=0,026); area da placa ateromatosa (P=0,004);

porcentagem de obstrugao da luz (P<0,001).
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Figura 4. Representacao de C.pneumoniae (CP) e M.pneumoniae (MP) ME 4.200 X
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Figura 5. Aspectos microscopicos que exemplificam a aorta dos camundongos apoE KO dos
diferentes grupos de fémeas alimentadas com ragdo normolipidémica. A — controle,
B - inoculadas com C.pneumoniae, C — inoculadas com M.pneumoniae,

D — inoculadas com C.pneumoniae e M.pneumoniae. Coloragdo por tricromicro de

Masson, 80X
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Figura 6. Aspectos microscopicos que exemplificam a aorta dos camundongos apoE KO dos
diferentes grupos de fémeas alimentadas com ragao hiperlipidémica. A — controle,
B - inoculadas com C.pneumoniae, C — inoculadas com M.pneumoniae,
D — inoculadas com C.pneumoniae e M.pneumoniae. Coloragdo por tricromicro de

Masson, 80X
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Figura 7. Aspectos microscopicos que exemplificam a aorta dos camundongos apoE KO dos
diferentes grupos de machos alimentados com ra¢do normolipidémica. A — controle,
B - inoculados com C.pneumoniae, C — inoculados com M.pneumoniae,

D — inoculados com C.pneumoniae ¢ M.pneumoniae. Coloragao por tricromicro de

Masson, 80X
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Figura 8. Aspectos microscopicos que exemplificam a aorta dos camundongos apoE KO dos
diferentes grupos de machos alimentadas com ragdo hiperlipidémica. A — controle,
B - inoculados com C.pneumoniae, C — inoculados com M.pneumoniae,

D — inoculados com C.pneumoniae € M.pneumoniae. Coloragao por tricromicro de

Masson, 80X
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6 DISCUSSAO

6.1 CONSIDERACOES SOBRE O DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo teve como objetivo verificar se a infeccdo 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 normolipidémica foram comparados com o controle
ndo infectado e tratados com a mesma dieta. Os outros grupos infectados e tratados com dieta
hiperlipidémica foram comparados com o controle ndo infectado e tratado também com dieta
hiperlipidémica. Como foram utilizados machos e fémeas, os grupos experimentais foram
comparados aos controles do mesmo sexo. Por meio desses grupos controles foi possivel
individualizar a suscetibilidade a infec¢do, ligada ao sexo. Também foram comparados os
grupos infectados e tratados com dieta hiperlipidémica com os grupos controles tratados com
dieta normolipidémica, possibilitando associar o efeito da infeccdo e da dieta com as
alteracdes morfoldgicas das placas ateromatosas.

Quanto ao modelo animal, os camundongos apoE KO sdo freqiientemente utilizados
para estudos de patogénese, imunologia, evolucdo da infecgdo e terapia de aterosclerose (de
KRUIF et al., 2005). A escolha deste modelo biologico possibilitou a descontaminagao
sanitdria, uma vez que havia necessidade de utilizar-se animais livres da infec¢do por
micoplasmas e clamidias. Assim, o procedimento de histerectomia asséptica, a manuten¢ao
dos reprodutores no interior de isoladores e a posterior manipulagdo dos filhotes
desmamados, no interior de micro-isoladores, foram importantes para a manutencdo do
estado sanitdrio, principalmente pelo periodo de experimentacdo ter sido longo: os

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

A certificagdo sanitaria dos animais mantidos no interior de isoladores foi satisfatoria
quanto a auséncia de bactérias patogénicas, comprovada por coleta de espécimes e inoculagio
em meios especificos de uma amostragem de animais, mas os resultados, quando analisados
por testes soroldgicos, ndo foram conclusivos (resultados ndo apresentados).

As doses infectantes ¢ o numero de inoculagdes foram baseados em estudos prévios,
empregando o mesmo modelo bioldgico, que mostraram que repetidas inoculagdes com
C.pneumoniae levam a uma disfuncdo do endotélio na aorta (MOAZED et al., 1999;
BURNETT et al., 2001; ROTHSTEIN et al., 2001). Quanto ao M.pneumoniae, ndo ha relatos
prévios da inoculacdo deste organismo em estudos de aterogénese em camundongos apoE
KO, optando-se pela utilizagdo de dose e repeti¢des semelhantes as utilizadas nos estudos
com C.pneumoniae, devido serem ambas bactérias transmitidas naturalmente por aerossois e
os individuos estarem sujeitos a inimeras re-infecgoes.

A escolha do arco aédrtico dos camundongos foi determinada por ser neste segmento
que ocorre a maior incidéncia de formagao de placa ateromatosa. O corte histologico foi
analisado de maneira a englobar todas as estruturas da artéria, ou seja, o perimetro externo
correspondente a lamina elastica externa; o perimetro interno correspondente a lamina elastica
interna; a area da placa ateromatosa; a area de gordura da placa ateromatosa; a altura da placa;
os diametros da artéria e da luz da artéria.

A area da artéria foi calculada a partir do perimetro, supondo corresponder a uma
seccdo transversal do vaso, portanto, representando uma circunferéncia. Como havia a
possibilidade do vaso ter sido representado na lamina obliquamente, foram medidos: o
diametro da artéria correspondente a distancia representada entre as laminas elésticas externas

e o didmetro da luz, correspondente a distdncia representada entre as laminas elasticas



Discussdo 64

internas. Desta forma, os calculos das porcentagens de obstrugdo da luz, ou seja, o quanto a
placa ateromatosa poderia estar ocluindo o lumen, foram realizados utilizando como
parametros tanto a area da artéria quanto o didmetro da mesma, havendo coincidéncia dos
mesmos. Nas tabelas foram representados os calculos obtidos a partir do perimetro da artéria.
Como neste estudo o enfoque foi histopatologico, utilizou-se as técnicas tradicionais
para cortes de tecido incluido em parafina, ja tradicionalmente padronizadas para diagnostico
anatomo-patologico. A analise morfométrica dos cortes histologicos foi utilizada pelo fato de
fornecer dados precisos e objetivos (COLLAN, 1984). A coloragdo pelo tricromico de

Masson contribuiu para uma melhor avaliagao das areas de fibrose e gordura.

6.2 CONSIDERACOES SOBRE OS RESULTADOS

A infeccdo por C.pneumoniae e/ou M.pneumoniae causou agravamento da
aterosclerose tanto nos machos quanto nas fémeas. A andlise comparativa entre a
suscetibilidade a infeccdo, o sexo e a dieta, permitiu inferir qual variavel poderia produzir
placas ateromatosas com caracteristicas de estabilidade ou instabilidade, pardmetros

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

6.3 ATEROSCLEROSE E A INFECCAO

Os resultados da infeccdo por C.pneumoniae no presente estudo confirmam o papel
desta bactéria na exacerbacdo da intensidade de placa ateromatosa, tanto nos machos quanto

nas fémeas, porém com maior énfase nas fémeas nao suplementadas com colesterol, quando
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comparadas ao controle constituido por fémeas normolipidémicas. Quando a analise associou
a presenga da bactéria com o excesso de colesterol na dieta, mais uma vez houve exacerbacao
nos dois sexos, visualizado pela comparagdo com o controle normolipidémico de cada sexo.
Estes resultados estao de acordo com os observados por HU; PIERCE; ZHONG, 1999; LIU et
al., 2000; MOAZED et al., 1999, em camundongos, infectados com C.preumoniae ¢ também
tratados com dieta hiperlipidémica. Outros autores nido 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 a infeccdo por M.pneumoniae nao ha relatos na literatura sobre o efeito desta
bactéria na aterosclerose no mesmo modelo bioldgico aqui utilizado. Em seres humanos, a
hipotese de que a co-infeccdo de micoplasma e clamidia estaria associada a aterosclerose foi
descrita por Higuchi e colaboradores, examinando, ao microscopio eletronico, segmentos
coronarianos contendo placas estaveis e rotas dos mesmos pacientes. Em trabalhos
subseqlientes, do mesmo grupo de pesquisadores, verificaram que a associacdo de
C.pneumoniae ¢ M.pneumoniae aumenta a viruléncia e a proliferagdo da clamidia, inflamagao
da placa e possivel ruptura. Fong et al (1999) analisando a infeccdo de somente
M.pneumoniae em coelhos, observaram que ndo ha produgdo de aterosclerose. Momyiama et
al. (2004), em estudo envolvendo 549 pacientes, verificaram que os anticorpos contra
M.pneumoniae estavam associados a doenga coronariana cronica, porém, esta associagao era
restrita a pacientes soropositivos para C.pneumoniae, levando este grupo de pesquisadores a
concluir que a co-infeccdo por M.pneumoniae ¢ C.pneumoniae poderia ser um importante
fator na doenga coronariana cronica. Portanto, os resultados apresentados pelos estudos da
literatura corroboram os observados neste estudo quando a presenca das duas bactérias

exacerbou a aterosclerose, principalmente nas fémeas hiperlipidémicas.
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6.4 A VULNERABILIDADE DAS PLACAS ATEROMATOSAS ASSOCIADAS A

INFECCAO E AO SEXO

Avaliando se o tipo de infeccdo e o sexo alterariam as caracteristicas de
vulnerabilidade da placa aterosclerdtica, observou-se que dieta normal produziu nas fémeas
inoculadas com M.pneumoniae placas instaveis, com maior conteido de gordura e
remodelamento positivo. Estas caracteristicas de instabilidade de placas também foram
observadas entre as fémeas infectadas com as duas bactérias e tratadas com dieta
hiperlipidémica.

A importancia da avaliagdo deste parametro de vulnerabilidade deve-se ao fato que
estudos angiograficos em seres humanos revelaram que a erosdo ou ruptura ocorria
freqiientemente em placas com capa fibrosa fina e limen preservado da artéria, caracterizando
um remodelamento positivo (AMBROSE et al.,, 1988; DAVIES; THOMAS, 1985;
HACKETT; DAVIES; MASERI, 1988). Estas placas vulneraveis contém grande quantidade
de lipideos (DAVIES et al., 1993) e de macréfagos (MORENO; FALK; PALACIOS, 1994;
van der WAL et al., 1994). O acumulo de macréfagos aumenta a quantidade de citocinas pro-
inflamatorias e enzimas degradadoras de matriz extracelular (LIBBY, 1995; VIEIRA;
RAMIRES, 2003). Os microvasos dentro da placa tém papel importante na sua ruptura, por
proporcionarem uma extensa superficie de endotélio ativado que recruta células inflamatorias
e promovem hemorragia intraplaca (O’BRIEN et al., 1993).

Bezerra et al. (2001) observaram em segmentos coronarianos humanos de pacientes
que foram a 6bito que onde havia um aumento da area de espessamento da intima, havia uma
altura maior da placa, levando a um afilamento das camadas externas do vaso e permitindo a
protrusdo da placa, afastando-a do centro do limen, sendo esse fendmeno concentrado no

local de maior altura da mesma, devido a maior concentragdo de macrdéfagos produtores de



Discussdo 67

metaloproteinases degradadoras da matriz extracelular, o que poderia estar favorecendo a
expansao da artéria no local de maior concentracao destas células.

As placas ateromatosas que apresentam predominancia de matriz extracelular, menor
quantidade de lipideos e infiltrado inflamatdrio, porém maior obstru¢do do lumen da artéria,
portanto, um remodelamento negativo, sdo menos passiveis de sofrerem ruptura. A co-
infeccdo por C.pneumoniae e M. pneumoniae produziu placas mais estaveis, sem
remodelamento positivo e menor conteido em gordura, tanto em machos quanto em fémeas,
alimentados com dieta normolipidémica.

Esta estabilidade das placas aterosclerdticas estd associada a presenca de fatores de
crescimento que favorecem um actmulo de células musculares lisas e aumento da capa
fibrotica. Os vasos normais geralmente expressam pouco ou indetectaveis concentracdes de
PDGF (NICHOLSON; GAN; HAIER, 2003), que parecem ter papel fundamental na
proliferacdo de células musculares lisas, importantes componentes na formagdo da capa
fibrotica e estabilizagdo da placa (BEZERRA et al., 2001; SHOR; PHILLIPS, 1999). A
inibi¢do de fator de crescimento endotelial ¢ de PDGF leva a diminui¢do da proliferagdo de
células musculares lisas e inflamacdo em artérias coronarianas implantadas em ratos
(NYKANEN et al., 2005).

Os micoplasmas sdo considerados oportunistas podendo, entretanto, provocarem uma
alteracdo nas respostas imunes (KRAUSSE-OPATZ et al., 2004), ativando receptores
importantes para tais respostas, induzindo apoptose em linfocitos e monoécitos (INTO et al.,
2002; ROTTEM, 2003). Quando associados a outras bactérias, os micoplasmas provocam
doengas cronicas (NICHOLSON; GAN; HAIER, 2003) e in vitro podem inibir a proliferagao

de clamidias (van NEROM et al., 2000).
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No presente estudo, os resultados parecem corroborar as observacdes de Higuchi et al
(2006) e de Prochnau et al (2004) de que a clamidia estaria mais associada a fatores de
inflamacao da placa e a instabilidade, enquanto o micoplasma, a todos os tipos de placas.

A hipétese que a infec¢dao por multiplos patdgenos poderia aumentar substancialmente
o risco de disfuncdo do endotélio arterial e alcangar um limiar para indug¢do de alteragdes
ateroscleroticas, atraiu a atencao de alguns pesquisadores.

Liuba et al. (2003) relataram que a co-infecgdo de camundongos apoE KO com
C.pneumoniae ¢ H.pylori resultou em disfun¢do endotelial aértica e aumento da expressao de
moléculas de adesdo pro-inflamatdrias. Outro estudo em seres humanos com doenga
coronariana, demonstrou o risco para disfuncdo endotelial associado ao aumento do niimero
de patégenos (PRASAD et al., 2002).

A infecg@o bacteriana associada a patofisiologia de doenga coronariana foi discutida
por Ott et al. (2005) em estudo constituido por 38 individuos portadores da doenca e retirando
destes pacientes tecidos obtidos de aterectomia, com catéter. Os tecidos foram submetidos a
hibridizacdo in situ para detec¢do de DNA bacteriano. Foi observada uma grande diversidade
de espécies bacterianas em todos os espécimes, sugerindo que a colonizagdo por diversas
bactérias seria mais importante do que por uma unica espécie. Suas observagdes nao
permitiram concluir que as bactérias fossem os agentes causadores da etiopatogenia da doenga
coronariana cronica. Todavia, agentes bacterianos poderiam colonizar secundariamente lesoes
ateromatosas e atuar como fator adicional, acelerando a progressao da doenga.

Lehtieniemi et al. (2005) sugeriram que ateromas poderiam atuar como peneiras
mecanicas coletando bactérias da circulacdo, atribuindo aos microorganismos o papel de
inocente espectador. Embora o conceito da superficie corondria atuar como peneira seja
intrigante, a colonizagdo bacteriana resultante das lesdes poderia ainda direcionar o processo

de inflamagdo local (OTT et al., 2005). A presenga de macrofagos locais e ativagdo dos
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mondcitos sistémicos (DORFFEL et al, 1999; HANSSON, 2005), confirmam esta hipotese.
Por outro lado, a infeccdo primaria de placas poderia ser um processo nao especifico,
acelerando a progressao da doenga (OTT et al., 2005).

Outra possivel explicagdo para a presenca de grande variedade de DNA bacteriano na
coronaria seria pela translocacdo de bactérias do trato gastrontestinal, especialmente da
cavidade oral. A incidéncia de bacteremia apos extracdo dentaria, tratamento endoddntico ou

periodontal, com migragao via raiz, esta bem documentada (LI et al., 2000).

6.5 MECANISMOS DE ACAO DOS AGENTES INFECCIOSOS

A infeccdo pode influenciar o desenvolvimento da aterosclerose por inimeros
mecanismos, dentre os quais: a disseminagdo dos microorganismos ou de seus componentes
para dentro da parede arterial e pelas elevadas concentracdes de mediadores inflamatorios
(STENVINKEL; HEIMBURGER; JOGESTRAND, 2002).

A influéncia na progressao da aterosclerose pode ser também pelas repetidas infec¢des
durante a vida, levando a episddios de lesdes arteriais transitorias, as quais somente se
resolvem incompletamente apos a cessacao da doenca. Esta hipotese ¢ confirmada por estudos
angiograficos (BRUSCHKE et al., 1989) que mostram que o curso natural da aterosclerose
segue em degraus, com possiveis periodos de progressao e regressdo da lesdo (LIUBA;
PESONEN, 2005).

Outros mecanismos que poderiam intervir na aterogénese sdo: a lesdo arterial
provocada por endotoxina lipopolissacaridea, liberada por bactérias gram negativas como
E.coli, C.pneumonieae e H.pylori foi descrita ( LIAO, 1996); a participacdo de auto-

imunidade devido a mimetizagdo molecular entre o agente infeccioso e as proteinas
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endovasculares, tais como Heat Shock Protein (LIBBY et al, 2002). Sendo também as
clamidias ricas em Heat Shock Protein poderiam atuar por este mecanismo (KALAYOUGLU
et al., 2000).

A aterogé€nese pode também ser agravada pela diminuicdo da concentragdo plasmatica
de HDL durante uma infec¢do aguda e cronica (KHOVIDHUNKIT et al., 2004), por ser esta
lipoproteina importante no transporte reverso de colesterol, retirada de produtos oxidados e
mediadores inflamatorios da circulagao.

A infecgdo e a inflamacao podem também amplificar as modificagdes oxidativas de
LDL (KHOVIDHUNKIT et al., 2004). Esta oxidagdo de LDL leva a formagdo de produtos
que exercem inumeros efeitos aterogénicos, incluindo expressao de moléculas de adesdo
pro-inflamatorias na superficie endotelial, inducdo de proteinas quimio-atractantes de
monocitos e linfocitos, proliferacdo de células musculares lisas e formagdo de células
xantomatosas (KITA et al., 2001). A LDL oxidada pode estimular a indu¢do do gene de
proteinas pro-inflamatdrias, fator nuclear kappa, o evento chave para patogénese da
aterosclerose. O englobamento de LDL oxidada por macrofago, via receptores, leva a
transformagdo desta célula para célula xantomatosa, outro fator importante na aterogénese
(LTUBA; PESONEN, 2005).

Da mesma forma, foi demonstrado que certos patégenos podem infectar as células
endoteliais, aumentando a expressdo de moléculas de adesdo e proteinas quimio-atractantes, e
a sintese de citocinas pro-inflamatorias (VITA; LOSCALZO, 2002). As células endoteliais
infectadas podem responder aumentando a sintese de trombina e expressdo de Heat Shock
Protein, que mimetizam os antigenos bacterianos, facilitando as reacdes auto-imunes

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

No homem a aterosclerose se agrava anos apds seu inicio. Em estudos com animais,
utilizando varios modelos bioldgicos incluindo coelhos e camundongos modificados
geneticamente, os efeitos da inoculacao de bactérias sobre a progressdo da aterosclerose foi
mais acentuado em animais jovens, e correlacionou-se com o numero de inoculagdo
(MOAZED et al., 1999). Outros estudos relataram o agravamento das placas ateromatosas
na artéria braquiocefdlica 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 infecgdo foi provocada no oitavo més, sendo que neste periodo a aterosclerose ja estava
em evolucdo, uma vez que a introducdo da dieta rica em colesterol se deu aos dois meses de
idade. Nos resultados observados, as fémeas apresentaram uma maior suscetibilidade ao
aumento da aterosclerose. Diferenga na suscetibilidade relacionada ao sexo foi
anteriormente descrita (PAIGEN et al., 1987; WARDEN et al., 1993; van REE et al., 1994).
A auséncia do gene que codifica a apolipoproteina ApoE provoca um transtorno no
metabolismo dos lipideos destes camundongos, provocando um aumento da concentracdo de
colesterol no soro, principalmente devido ao aumento das fragdes VLDL e LDL. Nos
estudos de PAIGEN et al, 1987, as fémeas apresentaram maiores concentragdes das fracoes
de VLDL e LDL e menores concentracdes da fracdo HDL, justificando assim a maior
suscetibilidade a aterosclerose nelas observada.

A diminuicdo da concentragdo da fracdo de lipoproteina HDL nas fémeas, também foi
verificada no soro dos camundongos estudados (dados ndo apresentados), o que sugere a

associagdo desta lipoproteina com o agente infeccioso, exacerbando a aterosclerose.
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6.7 CONSIDERACOES FINAIS

As contradigdes encontradas na literatura com relagdo ao papel de agentes infecciosos
no agravamento da aterosclerose se devem a varias causas, como o potencial aterogénico das
infecgdes estar na dependéncia de outros fatores de risco, com os quais as infec¢cdes atuam
sinergisticamente. Esta hipotese esta de acordo com a etiologia multifatorial da aterosclerose,
além da possibilidade do agente infeccioso nao ser mais detectavel em estagios avancados 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 entdo, o panorama se modificou. Atualmente a
principal causa da mortalidade ¢ a aterosclerose. Se a hipotese de que agentes infecciosos
estdo implicados no agravamento da doenga 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
alteracdes presentes na espessura da intima, estenose do limen e remodelamento da aorta de
camundongos, confirmando a associagdo de agentes infecciosos com o agravamento da
aterosclerose. A simplicidade do modelo permite a continuidade da sua utilizagdo para
aprofundamento nos estudos da interacdo entre as bactérias e as células presentes no ateroma.
Permite também a sua utilizagao no estudo da agdo de drogas sobre reducao da aterosclerose e
inimeras outras abordagens.

Os resultados confirmam estudos prévios envolvendo agentes infecciosos na
patogénese da aterosclerose, mas pesquisas utilizando métodos quantitativos para detecc¢ao de

antigenos e de DNA, sdo necessarias para um aprofundamento do assunto.
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7 CONCLUSAO

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

1. A infecgdo por C.pneumoniae e/ou M.pneumoniae induziu ou causou agravamento da
aterosclerose, tanto em machos quanto em fémeas.
2. Houve diferencas nas caracteristicas de vulnerabilidade da placa aterosclerotica,
conforme o tipo de agente infeccioso € o sexo.
3. A dieta normolipidémica produziu placas com as seguintes caracteristicas:
a) Mais instaveis, com maior conteido de gordura e remodelamento positivo, nas
fémeas, mas ndo nos machos, infectadas por M.pneumoniae.
b) Mais estaveis, com menor conteudo de gordura e sem remodelamento, tanto
nos machos quanto nas fémeas, co-infectados por C.pneumoniae e
M.pneumoniae.
4. A introducdo de colesterol levou as seguintes mudangas:
a) Nao houve remodelamento positivo do vaso com infec¢do por M.pneumoniae
nas fémeas.
b) Desenvolvimento de placas mais instaveis, mais volumosas, com maior
conteudo de gordura e com remodelamento positivo, nas fémeas, mas nao nos
machos, co-infectados por M.pneumoniae e C.pneumoniae.

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