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Resveratrol Provoca Efeitos Antiaterogénicos em um Modelo Animal
de Aterosclerose

Resveratrol Causes Antiatherogenic Effects in an Animal Model of Atherosclerosis

Rossane Serafim Matos, Liz Andréa Villela Baroncini, Leonardo Branddo Précoma, Guilherme Winter, Pedro
Henrique Lambach Caron, Flavia Kaiber, Dalton Bertolim Précoma
Pontificia Universidade Catdlica do Parand, Curitiba, PR, Brasil

Resumo
Fundamento: O resveratrol protege o sistema cardiovascular por meio de uma série de mecanismos, incluindo atividades
antioxidantes e antiplaquetarias.

Objetivo: Avaliar os possiveis efeitos anti-inflamatérios e antiaterogénicos do resveratrol, utilizando coelhos alimentados
com uma dieta hipercolesterolémica (1% de colesterol).

Métodos: Vinte coelhos brancos adultos do sexo masculino foram selecionados e divididos em dois grupos: grupo
controle (GC), 10 coelhos; e grupo resveratrol (GR), 10 coelhos. Os animais foram alimentados com uma dieta
hipercolesterolémica por 56 dias. Para a dieta do GR, o resveratrol (2mg/kg peso/dia) foi adicionado do 332 ao 562 dia.

Resultados: Nao houve diferenca significativa entre os grupos no colesterol sérico total, no colesterol HDL, no colesterol
LDL e nos triglicerideos. No GC, 70% apresentaram lesdes ateroscleréticas avancadas da aorta (tipos IlI, IV, V ou
VI). Todos os animais do GR apresentaram lesdes ateroscleréticas leves da aorta (tipos I ou II) ou nao apresentaram
lesbes. A razao entre a area intimal e a area da camada intimal/medial mostrou-se significativamente menor no GR
quando comparada ao GC (p < 0,001). Areas positivas para moléculas de adesio celular vascular-1 (VCAM-1) foram
menores no GR (p = 0,007). As concentracées de proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) e de interleucina-6 (IL-
6) mostraram-se significativamente menores no GR do que no GC (p = 0,039 e p = 0,015, respectivamente).

Conclusao: O resveratrol apresentou importantes efeitos antiaterogénicos e anti-inflamatérios em um modelo animal
com coelhos alimentados com uma dieta hipercolesterolémica. (Arq Bras Cardiol 2012;98(2):136-142)
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Abstract

Background: Resveratrol protects the cardiovascular system by a number of mechanisms, including antioxidant and anti-platelet activities.

Objective: To assess the potential anti-inflammatory and antiatherogenic effects of resveratrol using rabbits fed a hypercholesterolemic
diet (1% cholesterol).

Methods: Twenty white male rabbits were selected and divided into two groups: control group (CG), 10 rabbits; and resveratrol group
(RC), 10 rabbits. The animals were fed a hypercholesterolemic diet for 56 days. For the RG diet, resveratrol (2mg/kg weight/day) was
added from days 33 - 56.

Results: There was no significant difference in the total serum cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, and triglycerides between the
groups. Of the CG, 70% had advanced aortic atherosclerotic lesions (types Ill, IV, V, or VI). All animals from the RG had mild aortic atherosclerotic
lesions (types | or Il, or no lesions). The intima area and the intima/media layer area ratio was significantly lower in the RG as compared to the
CG (p<0.001). Positive areas for VCAM-1 molecules were lower in the RG (p=0.007). The MCP-1 and IL-6 concentrations were lower in the RG
than the CG (p=0.039 and p=0.015, respectively).

Conclusion: Resveratrol had significant anti-atherogenic and anti-inflammatory effects in an animal model with rabbits fed a hypercholesterolemic
diet (1% cholesterol). (Arq Bras Cardiol 2012;98(2):136-142)
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Introducao

O transresveratrol (resveratrol) é um composto
polifenélico encontrado em uvas frescas, suco de uva
e vinho. O resveratrol é produzido pela pele das uvas
em resposta a exposigao flingica. O resveratrol tem sido
implicado em muitos estudos, mas ndo em todos, como
um mediador da protecdo cardiovascular independente
de élcool que seria conferida pela ingestao de vinho
tinto'. O resveratrol protege o sistema cardiovascular
por uma série de mecanismos, incluindo: a inibicdo da
oxidagao de baixa densidade da lipoproteina mediada
pelo resveratrol; a inibicao da agregacao plaquetdria; a
sintese de eicosanoides pré-aterogénicos; a inibigao da
proliferacao celular; e a elevagdo do vasorrelaxamento.
Estudos recentes também demonstraram que o resveratrol
suprime a inducdo do fator tecidual pré-coagulante,
um dos principais componentes responsaveis pela alta
mortalidade por doenca cardiovascular?>. O objetivo deste
estudo foi avaliar os possiveis efeitos anti-inflamatérios
e antiaterogénicos do resveratrol em modelo animal
experimental, com coelhos alimentados com uma dieta
hipercolesterolémica (1% de colesterol).

Métodos

Animais

Selecionaram-se 20 coelhos brancos adultos do sexo
masculino, provenientes da Nova Zelandia e com idade
média de 30 dias. Os animais foram tratados de acordo
com os principios norteadores sobre o cuidado e uso de
animais. A aprovacao do protocolo foi obtida a partir do
Comité de Pesquisa Animal da Pontificia Universidade
Catolica. Os animais foram divididos em dois grupos: grupo
controle (CG), 10 coelhos; e grupo resveratrol (GR), 10
coelhos. Durante os 56 dias do estudo, os animais foram
alimentados com uma dieta especifica para a espécie
(Nuvilab®), com 1% de colesterol de ovos liofilizados. Do
292 ao 562 dia, o resveratrol (Resveratrol®, Laboratério
Galena®) foi adicionado a dieta do GR (2 mg/kg/dia) e
administrado por gavagem oral. No 562 dia, os animais
foram submetidos a disseccdo do arco aértico e da aorta
descendente. A anestesia foi induzida com quetamina
(3,5 mg/kg, Vetanarcol?, Konig) e xilazina intramuscular
(5 mg/kg, Coopazine?, Coopers). Apés o procedimento, os
coelhos foram sacrificados por dose letal de barbitricos.
O tamanho da amostra foi calculado com base no estudo
de Zou e cols.°.

Quimica sanguinea

Amostras de sangue foram obtidas no primeiro dia
do experimento e imediatamente antes do sacrificio por
puncao cardiaca. A avaliagdo clinico-laboratorial incluiu
colesterol total (CT), colesterol da lipoproteina de alta
densidade (HDL-C), colesterol da lipoproteina de baixa
densidade (LDL-C) e triglicerideos (TGC). As medidas
foram aferidas por meio de sistema automatizado (Abbott
Architect ci8200, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL,
EUA).

Analise histologica

As artérias foram retiradas e lavadas com formaldeido
tamponado a 10% com fosfato (ph = 7,6) e fixadas em
parafina. Para a avaliagao desse modelo experimental, foram
adotadas medidas histolégicas qualitativas e quantitativas.
Os cortes corados por hematoxilina e eosina (HE) foram
analisados cegamente em um microscépio de cinco cabegas
da marca Olympus* BX 40. As lesoes ateroscleréticas foram
classificadas de 0 a VI, de acordo com os critérios qualitativos
propostos por Stary e cols.”. A analise morfométrica foi
realizada em orceina corada (elastica) para determinar a
area intimal e as camadas mediais do arco aértico e da aorta
descendente, bem como para determinar a razao entre as
areas intimal e medial (RIM - area da camada intimal dividida
pela drea da camada medial). Para essa avaliagao, o segmento
mais lesado ou o segmento em estagio mais avancado de
aterosclerose foi previamente selecionado no corte corado
por HE. As andlises foram realizadas microscopicamente
em conjunto com o software Image Pro-plus® 4.5 (Media
Cybernetics Inc., Silver Spring, MD, EUA).

Imuno-histoquimica

Avaliamos a concentracao da molécula de adesao celular
vascular (VCAM-1), da proteina quimiotatica de mondcitos-1
(MCP-1) e da interleucina-6 (IL-6) na intima das artérias
principais, utilizando anticorpos monoclonais. A leitura
foi realizada com um microscépio Olympus® BX50, com
objetiva de 20 vezes.

Analise estatistica

As variaveis categéricas foram expressas em
porcentagens, enquanto as varidveis continuas foram
expressas como a média = DP e medianas. O teste de
Shapiro-Wilks foi utilizado para testar a normalidade da
amostra. Para as condigoes de simetria, algumas varidveis
foram submetidas a transformacgao logaritmica. Em relacao
as varidveis nominais dicotdmicas, o teste exato de Fisher
foi empregado para comparar os grupos. No que se refere
aos parametros quantitativos, o teste t de Student e o teste
nao paramétrico de Mann-Whitney foram utilizados para a
comparagao entre o GC e o GR. A significancia estatistica
foi estabelecida em p < 0,05.

Resultados

Dois animais do GC morreram no meio do experimento e
foram retirados da andlise final. O peso corpéreo inicial médio
dos animais do GC (1,78 kg) e do GR (1,82 kg) foi semelhante (p
= 0,274). No final do estudo, os animais do GC apresentaram
peso corpéreo médio de 2,58 kg, enquanto os animais do GR
tinham peso corpéreo médio de 2,39 kg (p = 0,537).

Perfil lipidico

Os niveis basais de CT, HDL-C, LDL-C e TG sérico
mostraram-se relativamente equivalentes em todos os grupos
antes do inicio da dieta. No final do experimento, uma andlise
desses niveis ndo indicou diferenga significativa entre os
grupos (Tabela 1).
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Perfil lipidico entre o grupo controle (GC) e o grupo resveratrol (GR)

Variavel Grupo Média Minimo Maximo DP (%) p
CT (basal) GC 70,30 47,00 115,00 21,79

GR 44,50 30,00 62,00 10,98 0,008
CT (eutanasia) GC 1676,70 347,00 2885,00 768,67

GR 217375 1626,00 2820,00 353,84 0,112
TGC (basal) GC 196,40 96,00 295,00 71,94

GR 114,00 78,00 181,00 3711 0,010
TGC (eutanésia) GC 220,20 60,00 669,00 204,32

GR 158,14 114 226,00 7524 0,762
Colesterol LDL (basal) GC 11,80 2,00 49,00 15,17

GR 2,08 137 275 0,40 0,346
?e‘:te:;g;‘i’;;m GC 1596,12 298,00 2719,20 743,03

GR 2084,63 1373,00 2748,00 399,96 0,114
Colesterol HDL (basal) GC 19,38 12,00 29,00 6,33

GR 16,38 11,00 25,00 424 0,280
(iﬂte:;:;?;)HDL G 37,40 29,00 50,00 7,29

GR 34,25 25,00 55,00 9,97 0,449

CT - colesterol total; TGC - triglicerideos; LDL - colesterol de baixa densidade; HDL - colesterol de alta densidade.

Analise histolégica

No final dos experimentos, ficou demonstrado que houve
uma diferenga estatisticamente significativa entre os grupos de
animais em relagao a probabilidade de lesoes dos tipos I, I,
I, IV, V, VI ou auséncia de lesdes. Dos animais presentes no
GC, 70% apresentaram leses aterosclerdticas avancadas (tipos
1, IV e V) no arco adrtico e na aorta descendente, enquanto
100% dos animais presentes no GR apresentaram lesoes
aterosclerdticas leves (tipos | e Il) ou ndo apresentaram nenhuma
lesdo no arco aértico e na aorta descendente (Figura 1).

Analise morfométrica

A darea intima apresentou-se significativamente menor no
GR do que no GC (p = 0,001, Figura 1). Houve uma redugao
significativamente maior na razao entre as areas intimal e medial
(RIM) no GR do que no GC (p = 0,001). Nao houve diferenga
estatisticamente significativa entre a drea medial dos grupos no
arco adrtico e na aorta descendente (Tabela 2).

Imuno-histoquimica

Uma andlise das dreas positivas para a VCAM-1 revelou uma
diferenga significativa entre os grupos, com maior concentracao
no GC (p = 0,007). Aandlise da MCP-1 e da IL-6 mostrou valores
significativamente maiores no GC em comparagao ao GR (p =
0,039 e p = 0,015, respectivamente; Tabela 3, Figura 2).

Discussao

O resveratrol, presente no suco de uva e no vinho, é
considerado o principal polifenol responséavel por propiciar

Arq Bras Cardiol 2012;98(2):136-142

beneficios cardiovasculares devido as propriedades
antioxidantes e atividades antiplaquetérias'®"'. O resveratrol
possui propriedades anti-inflamatérias que se manifestam
como a inibigao da expressao de ICAM-1 e VCAM, a adesao
de mondcitos as células endoteliais, a inibicdo da sintese
de TNF-a e IL-1-B induzida por lipopolissacarideos (LPS) e
a liberacdo de IL-6 dos mondcitos'?. O resveratrol também
inibe a migragdo e a proliferagdo de células musculares lisas
vasculares (CMLVs) para a camada intima, que é considerada
a condigao sine qua non da aterogénese''*. Coletivamente,
esses efeitos seriam responsaveis pela diminuigao da incidéncia
de doengas cardiacas na populagdo francesa, processo
denominado “paradoxo francés” (taxa de mortalidade por
doencas cardiovasculares muito baixa, apesar de uma dieta rica
em gordura), devido a preferéncia da populagao pelo vinho
tinto™. Neste estudo, foram induzidas lesoes ateroscleréticas
com a adicao de ovo liofilizado na dieta normal de coelhos,
durante quatro semanas. Esse modelo experimental de inducao
de aterosclerose com o uso de ovo liofilizado é raramente
descrito na literatura, embora seja comprovadamente eficiente
e menos oneroso, quando comparado ao emprego de colesterol
industrializado. O resveratrol foi adicionado na dieta do CR
ap6s quatro semanas, para testar sua capacidade de interferir
em lesoes ateroscleréticas estabelecidas. O estudo demonstrou
que o resveratrol inibe a progressao de lesoes ateroscleréticas
e reduz a drea intima e a RIM, de modo que os animais nao
apresentaram lesdes avancadas no arco adrtico e na aorta
descendente no GR. Em estudo semelhante que também
utilizou coelhos, Castro e cols.' concluiram que o resveratrol
funcionou como agente preventivo no desenvolvimento de
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Fig. 1 - Cortes histologicos da aorta descendente. A - Grupo resveratrol com leséo aterosclerética (tipo I). A seta preta indica a camada intima. B - Grupo controle com

lesdo aterosclerdtica (tipo Ill). A seta preta indica a camada intima.

Tabela 2 - Parametros histopatolégicos quantitativos entre o grupo controle (GC) e o grupo resveratrol (GR), expresso em

micrometros quadrados

Variavel

Grupo n Média Mediana DP (%) p*

i GC 10 75,10 68,25 51,66 <0,001
Intima

GR 8 476 1,38 6,75

GC 10 176,59 196,99 52,69 0,315
Média

GR 8 209,70 205,49 39,77

GC 10 0,41 0,37 0,25 <0,001
RIM

GR 8 0,03 0,01 0,04

RIM - razéo intima/média; * Teste de Mann-Whitney.

lesoes aterosclerdticas, tendo em vista a observagao de um baixo
grau de invasao das células espumosas na ténica média dos
animais tratados com resveratrol. Os mecanismos pelos quais o
resveratrol inibe a formacao de lesoes ateroscleréticas avancadas
parecem decorrer do efeito inibitério sobre a oxidacao do
LDL, a agregacdo plaquetdria e a proliferagdo vascular de

células musculares lisas. A oxidagdo do LDL é a principal
causa de lesao endotelial e indugao da expressao de moléculas
pré-inflamatérias em células endoteliais. Estudos anteriores
relatam que o resveratrol protege os lipidios da degradagao
peroxidativa e interrompe a captacao de LDL oxidado na
parede vascular de forma dependente da concentracao'’".

Arq Bras Cardiol 2012;98(2):136-142

139



140

Matos e cols.
Resveratrol e aterosclerose

Artigo Original

Tabela 3 - Variaveis imuno-histoquimicas na aorta descendente entre o grupo controle (GC) e o grupo de resveratrol (GR), expressas em

micrémetros quadrados

Variavel Grupo n Média Mediana DP (%) p*
GC 10 5339,07 5209,03 3791 0,007
VCAM-1
GR 8 1452,96 1035,59 137
GC 10 1772 11003 7947 0,039
MCP-1
GR 8 5509 4781 2745
Lo GC 10 3852 3623 2694 0,015
GR 8 1273 1128 580

VCAM-1 - molécula de adesdo da célula vascular; MCP-1 - proteina quimiotatica de mondcitos-1; IL-6 - interleucina-6; * Teste t de Student

Fig. 2 — Imuno-histoquimica demonstra as éreas positivas para MCP-1, VCAM-1 e IL-6. A - Grupo controle. A seta preta indica a camada intima com areas positivas para
MCP-1 (éreas salpicadas de marrom). B - Grupo resveratrol. A seta preta indica a camada intima sem areas positivas para MCP-1. C - Grupo controle. Areas positivas
para VCAM-1 (éreas salpicadas de marrom). D - Grupo resveratrol. Areas positivas para VCAM-1. E - Grupo controle. Areas positivas para IL-6 (areas salpicadas de

marrom). F - Grupo resveratrol. Areas positivas para IL-6.

No entanto, existem resultados conflitantes sobre os efeitos
do resveratrol nos niveis de lipidios, pois alguns estudos nao
demonstraram redugao nos niveis de lipidios plasmaticos
induzidos por essa substancia?®. O presente estudo nao
revelou qualquer evidéncia de uma diferenga significativa no

Arq Bras Cardiol 2012;98(2):136-142

perfil lipidico entre os grupos, o que pode ter refletido o curto
periodo do experimento. Daugherty e cols.?!, em um estudo
semelhante em coelhos hipercolesterolémicos, mostraram que
a redugao nas lesdes ateroscleréticas secunddrias a redugao do
LDL-C é um processo que leva meses ou até mesmo anos. Em
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contrapartida, no presente estudo, demonstramos que uma
dieta hipercolesterolémica faz com que o desenvolvimento de
lesoes ateroscleréticas associadas a um processo inflamatério,
juntamente com o resveratrol, reduziu a concentragao
de VCAM-1, MCP-1 e IL-6 na camada intima de coelhos
hipercolesterolémicos. Sabe-se que a inflamagao media todas
as fases da aterosclerose desde a iniciagao até a progressao e,
finalmente, a ruptura da placa'”. De fato, a VCAM-1, a MCP-
1 e a IL-6 facilitam a aderéncia dos mondcitos a superficie
endotelial e a migracao transendotelial de leucécitos?*2°.
Este processo esta exacerbado quando se elevam os niveis
de LDL no sangue devido a maus hébitos alimentares ou
predisposicao genética e estimula o endotélio a aumentar a
expressao de moléculas de adesao e potencializa a resposta
inflamatéria®. Embora nao correlacionemos os niveis de
lipideos no sangue ao processo inflamatério, acreditamos
que essa possivel relagdo deve ser objeto de estudos futuros.
Além disso, ndo analisamos a concentracdo de monécitos e
de macréfagos, que parecem desempenhar um papel crucial
no desenvolvimento da aterosclerose. Essa célula parece
estar envolvida em todas as fases do desenvolvimento da
placa aterosclerética e é cada vez mais considerada uma
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