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RESUMO

Neste estudo experimental investigou-se a influéncia
da dislipidemia nos parimetros do hemograma.
Coletaram-se amostras de sangue de camundongos wild
type, alimentados com dieta padrio, e de camundongos
knockout para o gene do receptor de lipoproteina de
baixa densidade, alimentados com dietas padriao e
hiperlipidica. Determinaram-se os parametros do
hemograma associando-os com os niveis plasmaticos
de lipideos. Os resultados mostraram uma associacdo
negativa entre os niveis plasmaticos de lipoproteina
de alta densidade e as contagens total e diferencial de
leucocitos e plaquetas nos camundongos knockout para
o gene do receptor de lipoproteina de baixa densidade.
Essa relacio demonstrou importante influéncia da
lipoproteina de alta densidade na modulacdo da
resposta imunolégica e inflamatéria na dislipidemia.
Portanto, a avaliacio dos resultados do hemograma
correlacionada com os niveis plasmaticos de lipideos,
rotineiramente, pode ser promissora na prevenc¢io e no
prognéstico da severidade de quadros patolégicos que
envolvam respostas imunolégicas nas dislipidemias.

Palavras-chave:  leucdcitos, hemograma completo,
colesterol HDL, dislipidemias, camundongos knockout.

INTRODUCAO

Ha poucos relatos na literatura que correlacionam
as dislipidemias com os parametros do hemograma.
Alguns associaram negativamente a contagem total de
leucocitos periféricos e o nivel plasmaticos de lipoproteina
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de alta densidade colesterol (HDLc) e a baixa contagem
de mondcitos periféricos com a hipercolesterolemia
(Huang et al, 2001), sugerindo que as dislipidemias podem
influenciar as contagens total e diferencial de leucoécitos
periféricos. Sabe-se, ainda, que os lipideos da dieta afetam
a sua concentracao plasmatica e sdo capazes de modular a
composicao e as func¢des das células do sistema imunitario
(Nicolosi et al., 2001).

As HDLc plasmaticas possuem um amplo espectro
de agdes antiaterogénicas, incluindo potente atividade
antioxidante e anti-inflamatéria (Barter et al., 2004).
Apesar de as HDLc serem submetidas a modificacdes
oxidativas, diversas enzimas que decompdem lipideos
oxidados e, assim, inibem a oxida¢do da lipoproteina
de baixa densidade colesterol (LDLc), estdo associadas
com particulas de HDLc. Além disso, a apolipoproteina
A-I (apoA-I), presente na HDLc, pode remover lipideos
oxidados da LDLc, sugerindo que a HDLc pode funcionar
como um transportador de lipideos oxidados (Navab et al.,
2000). Portanto, essa molécula, uma vez oxidada, pode
ser removida pelo figado (Barter et al., 2004), diminuindo
seu nivel plasmatico. A diversidade de a¢des antioxidantes
da HDLc sugere que ela fornega eficiente protecao
contra a oxidacdo da LDLc in vivo. Numerosos estudos
clinicos e epidemiologicos relacionaram a diminui¢do da
concentragdo plasmatica da HDLc com o desenvolvimento
de doenga arterial coronariana (DAC) (Young et al., 2004)
e descreveram relagdes importantes entre contagem de
leucocitos e incidéncia de DAC (Phillips et al., 1992).

Na década de 1990, a engenharia genética
desenvolveu camundongos considerados como modelos
para estudos em hipercolesterolemia experimental. Estes,
knockout para apolipoproteina E (ApoE) ou knockout
para o gene do receptor de LDL (LDLr-/-), quando
alimentados com dieta hiperlipidica, desenvolveram
lesdes semelhantes as de humanos, como aterosclerose,
aumento na concentragdo plasmatica de colesterol e
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triglicérides (Krieger et al., 2006) e hipertrofia ventricular
esquerda (Garcia et al., 2008) em relagdo aos camundongos
LDLr-/- alimentados com dieta padrdo. A partir dessas
consideracdes, este estudo teve como objetivo investigar
a influéncia da dislipidemia nos parametros do hemograma
de camundongos LDLr-/-.

MATERIAL E METODOS

Protocolo animal

Os experimentos foram realizados em camundongos
selvagens (cepa C57BL6) e homozigdticos para a auséncia
do gene do receptor de LDL (LDLr-/-), gerados no
background C57BL6, sendo machos com trés meses de
idade e peso de 22 + 3 gramas. Os animais foram criados
no biotério da Universidade José do Rosario Vellano
(Alfenas, MG, Brasil) com controle de temperatura e
ciclo claro/escuro (12 horas), divididos em trés grupos
experimentais: Grupo WT (n=12) - camundongos
selvagens que receberam ragdo padrdo para roedores
(Nuvital®); Grupo S (n=12) - camundongos LDLr-/- que
receberam ragdo padrdo para roedores (Nuvital®); Grupo
HL (n=12) - camundongos LDLr-/- que receberam ragdo
hiperlipidica contendo 20% de gordura total, 1,25%
de colesterol e 0,5 % de acido colico. Todos os animais
receberam as respectivas dietas e agua ad libitum. Apos 15
dias de experimento, os camundongos permaneceram por
jejum de 12 horas e, em seguida, foram anestesiados por
via intraperitonial (IP) utilizando-se Xilazina/ Ketamina
(Bayer AS® e Parke-Davis®) nas concentragdes de 6 e 40
mg/Kg, respectivamente. O sangue coletado por pungio
do plexo venoso retro-orbital de seis animais de cada
grupo foi destinado para analises bioquimicas e o de
seis animais para analises hematoldgicas. O sangue para
analise bioquimica de triglicérides, colesterol total e HDLc
foi coletado utilizando o anticoagulante heparina para
obtengdo do plasma. Para contagem total e diferencial dos
leucocitos, determinacao dos pardmetros hematologicos do
eritrograma e contagem de plaquetas, o sangue foi coletado
com o anticoagulante acido etilenodiaminotetracético
(EDTA). O uso dos animais e o protocolo experimental
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade José do Rosario Vellano (UNIFENAS),
sob o parecer nimero 11A/2007.

Analises plasmaticas dos lipideos

O plasma foi obtido por centrifugacdo do
sangue (3000 rpm por 10 min). Os lipideos plasmaticos
(triglicérides, colesterol total e HDLc) foram mensurados
por métodos enzimaticos colorimétricos utilizando
protocolos descritos nos kits comerciais (In Vitro®) por
automacao. O VLDLc foi calculado pela divisdo dos niveis
plasmaticos de triglicérides por 5. O LDLc foi determinado
pela formula: LDL¢ =Colesterol total-(HDLc+VLDLc).

Hemograma

O sangue para contagem do niimero de leucocitos
foi coletado utilizando EDTA (2 mg/mL de sangue). A
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contagem total (leucocitos/mm?) foi feita a partir de 20puL de
sangue e 0,4 de liquido de Turk (diluigao 1/20), observadas
ap6s a contagem de cada um dos quatro quadrados do
quadrante da cdmara de Neubauer (L1 + L2 + L3 + L4)
utilizando-se de microscopio dptico comum (aumento de
400X). A contagem diferencial de leucdécitos foi realizada
em esfregacos sanguineos corados com o corante Panoético
utilizando-se de microscopio dptico comum. A contagem
do nimero de eritrocitos foi feita pela soma do ntimero total
de hemadcias, observadas apds a contagem de cada um dos
cinco quadrados do quadrante central da cdmara de Neubauer
(H1 + H2 + H3 + H4 + H5), utilizando-se de microscopio
optico comum (aumento de 400X) e multiplicando—se o
resultado por 10.000 (nimero de eritrocitos/mm? de sangue
= HIl + H2 + H3 + H4 + H5 X 10.000). Apds aspiragdo
da amostra de sangue total por capilaridade em tubos
para microematocrito (até aproximadamente 2/3 do tubo
capilar), a parte oposta a que foi utilizada para aspiragao foi
vedada com o auxilio de chama. O tubo capilar foi colocado
em microcentrifuga (com a parte vedada para o sentido de
fora) e centrifugado em 12.000 rpm por cinco minutos.
Foi realizada leitura em escala apropriada, ajustando-se o
limite inferior da parte globular a base da escala e o limite
superior da camada plasmatica a parte superior da escala,
sendo o local de separag@o entre a fase plasmatica e a parte
celular o valor do hematocrito (Ht) (Oliveira, 2007). A
contagem do numero de plaquetas foi feita pela diluicdo na
pipeta de Thoma utilizando o diluente oxalato de aménio
a 1%, observada apds a contagem de cada um dos cinco
quadrados do quadrante central da camara de Neubauer
(H1 + H2 + H3 + H4 + HS5) com microscopio Optico
comum (aumento de 400X) e multiplicando-se o resultado
por 1.000 (nimero de plaquetas/mm® de sangue = H1 + H2
+ H3 + H4 + H5 X 1.000) (Oliveira, 2007). A dosagem de
hemoglobina (Hb) foi obtida através do método de Drabkin
e Austin (1935), seguindo-se o procedimento descrito no
kit comercial da Labtest®. A hemoglobina, em presenga
de reagente de Drabkin, forma um composto chamado
cianometaemoglobina. Apos a leitura em espectrofotometro,
a absorbancia final a 540nm ¢ proporcional a concentragao
de hemoglobina na amostra. O céalculo da concentracdo
de hemoglobina (g/dL) foi feito utilizando-se do produto
Padrdo de Hemglobina Labtest®, obtido pela razdo entre a
absorbancia do teste e a absorbancia do padrao (0,280) e
multiplicando-se o resultado por dez.

Métodos estatisticos

Os dados foram expressos como média + Erro
Padrao da Média (EPM). A analise de varidncia (ANOVA)
seguida de teste de Tukey foi utilizada para comparar
as médias entre diferentes grupos. As diferencas foram
consideradas significativas quando o valor de p<0,05.

RESULTADOS

Na analise do perfil lipidico, verificou-se uma
hiperlipidemia média (moderada) nos camundongos do
grupo S, com niveis plasmaticos de triglicérides aumentados
em relagdo ao grupo WT (Tabela 1). Os camundongos do
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grupo HL apresentaram hiperlipidemia severa, com niveis
de triglicérides aumentados em relagdo aos grupos S e WT
(Tabela 1). Quanto as fragdes do colesterol, observou-se
um aumento nos niveis de HDLc, VLDLc e LDLc no grupo
S em relagdo ao grupo WT (Tabela 1), e os camundongos
do grupo HL apresentaram uma diminui¢do nos niveis
plasmaticos de HDLc e um aumento nos niveis de VLDLc
e LDLc em relagao aos outros grupos (Tabela 1).

Tabela 1 - Comparagao dos niveis plasmaticos de lipideos (mg/
dL) entre camundongos wild type (WT) e LDLr-/- alimentados
com dieta padrao (S) e com dieta hiperlipidica (HL).

Niveis plasmaticos de lipideos (mg/dL)

Colesterol 1y ¢ VIDLc  LDLc Triglicérides
Total
wild
type WT(n=6) 128,5+82 468+17 17,7+0,7 64,0+2,0 88,5+3,3
S(n=6)  2255+10,0* 59,2+22* 248+0,9* 1415+86" 123,5+4,0
LDL

r-/-
HL(n=6) 631,2+32,0* 255+1,9* 285+1,3* 577,3+31,9" 142,8+6,7*

Os valores foram expressos como média + EPM. *p<0,05 comparado com WT; #p<0,05
comparado com S.

Os camundongos dos grupos S ¢ HL apresentaram
diminuicdo na contagem total de leucocitos em relagao
ao grupo WT. Entretanto, os camundongos do grupo HL
apresentaram aumento na contagem total de leucocitos
em relagdo ao grupo S (Tabela 2). Em relag@o a contagem
diferencial de leucécitos, houve uma diminui¢do de
linfocitos e de monodcitos nos grupos S e HL quando
comparados com o grupo WT (Tabela 2). A diminui¢ao
dos monocitos foi mais severa no grupo HL (Tabela 2).
Os camundongos do grupo S apresentaram diminui¢ao na
contagem de neutrdfilos em relagdo aos camundongos do
grupo WT (Tabela 2). Entretanto, os camundongos do grupo
HL apresentaram aumento na contagem de neutréfilos em
relacdo ao grupo S (Tabela 2).

Tabela 2 - Comparagdo da contagem total e diferencial de
leucocitos (leucocitos/mm3) entre camundongos wild type
(WT) e LDLr-/- alimentados com dieta padrdo (S) e com dieta
hiperlipidica (HL)

Contagem total e diferencial de leucécitos/mm3

Total de

leucécitos Mondcitos  Eosindfilos

Neutrofilos  Linfécitos

Wild

WT(n=6) 5783 +694
type

848 £217 4708 £455 228+48 00

S (n=6) 2983 £ 239* 379 + 36* 2531 £243* 73 £28* 0£0

LDL
r-l-
HL (n=6) 3517 £185'# 772+ 103# 2728+165° 17+12"# 0zx0

Os valores foram expressos como média + EPM. *p<0,05 comparado com WT; #p<0,05
comparado com S.

Na andlise dos parametros hematologicos
relacionados ao eritrograma ndo foram observadas
alteragdes significativas entre os grupos de camundongos
estudados (Tabela 3). Porém, houve um aumento na
contagem do nimero de plaquetas nos camundongos do
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grupo HL em relag@o aos outros grupos estudados (Tabela
3).

Tabela 3 - Comparagdo dos pardmetros hematologicos do
eritrograma e da contagem de plaquetas entre camundongos wild
type (WT) e LDLr-/- alimentados com dieta padrdo (S) e com
dieta hiperlipidica (HL)

Parametros hematoldgicos do eritrograma e
contagem de plaquetas

Eritrocitos Hemoglobina Hematdcrito  Plaquetas
(106/mm3)  (g/dL) (%) (103/mm3)
Wild
type WT (n=6) 4,7+0,1 12,5+0,3 40,0+0,8 238 + 11
S (n=6) 48+0,.2 13,3+0,5 42,0+1,8 241 +£27
LDL
r-/-
HL (n=6) 4,7+0,1 13,3+0,2 41,2+0,8 301 + 5*#

Os valores foram expressos como média + EPM. *p<0,05 comparado com WT; #p<0,05
comparado com S.

DISCUSSAO

No presente estudo, observamos uma relagdo
negativa entre os niveis plasmaticos de HDLc e a contagem
total de leucécitos e neutrdfilos. Os camundongos do
grupo S apresentaram dislipidemia caracterizada pela
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia moderadas. Além
disso, os camundongos do grupo S apresentaram niveis
plasmaticos de HDLc elevados, associados a diminui¢ao
da contagem total de leucocitos, diminui¢do do niimero
de neutréfilos e de monocitos quando comparados com o
grupo WT. Os camundongos do grupo HL apresentaram
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia severas e um
marcado decréscimo nos niveis plasmaticos de HDLc
associado ao aumento na contagem total de leucocitos,
aumento do numero de neutréfilos e aumento na contagem
de plaquetas quando comparados com o grupo S.

O menor estresse oxidativo na aorta descrito
nos estudos de Krieger et al. (2006), o menor processo
inflamatério ventricular esquerdo descrito nos estudos de
Garcia et al. (2008) e a resisténcia ao desenvolvimento
das lesdes neointimias descritas nos estudos de Tian et
al. (2006) nos camundongos LDLr-/- alimentados com
dieta padrao quando comparado com os camundongos
LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica podem
estar relacionados com o aumento dos niveis plasmaticos
de HDLc observados em nosso estudo nos camundongos
do grupo S (camundongos LDLr-/- alimentados com
dieta padrdo), pois o0 HDLc tem efeito anti-inflamatério e
antioxidante (Barter et al., 2004). O HDLc¢ aumentado nos
camundongos do grupo S pode ter reduzido as modificagdes
oxidativas da LDLc (Barter et al., 2004; Kontush et al.,
2003; Serrato ¢ Marian,1995) e neutralizado a atividade
quimiotatica de leucdcitos, atenuando a inflamagao
induzida pelo recrutamento dos leucécitos, especialmente
monocitos e neutrofilos (Badolato et al., 2004). A inibi¢ao
da oxidagdo da LDLc pela HDLc ¢ comumente atribuida
ao seu conteudo antioxidante (Barter et al., 2004), as
propriedades antioxidantes da apolipoproteina A-I (Barter
et al., 2004; Navab et al., 2000) e da apolipoproteina A-II
e, principalmente, devido a presenca de paraoxonase
(Barter et al., 2004; Serrato ¢ Marian, 1995). Além disso,
a HDLc aumenta o efluxo do colesterol da parede arterial
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¢ apresenta atividade anti-inflamatéria. Ambas as acdes,
antioxidante e anti-inflamatoria, diminuem ndo s6 a
produgao de mediadores e citocinas cardiovasculares, mas
também o estresse oxidativo e a LDLc oxidada (Barter et al.,
2004), protegendo assim, provavelmente, os camundongos
do grupo S em nosso estudo contra o estresse oxidativo,
processo inflamatério e o desenvolvimento das lesdes
neointimais descritas nos estudos acima citados. Isso reduz
a disfungdo endotelial e a aterogénese e, consequentemente,
diminui a resposta imunoldgica nos camundongos do grupo
S em nosso estudo, colaborando para a redug@o da contagem
total de leucdcitos, diminui¢do do nimero de neutrofilos e
de mondcitos observados nesses animais.

O aumento nos niveis plasmaticos de LDL e a
diminuigdonosniveis plasmaticosde HDLnos camundongos
do grupo HL, quando comparados com os do grupo S,
no presente estudo, possivelmente indicam insucesso na
tentativa de diminuir o estresse oxidativo e o processo
inflamatorio observados anteriormente nos estudos de
Krieger et al. (2006) e Garcia et al.(2008) respectivamente.
O transporte do LDL da corrente sanguinea para o espago
subendotelial ¢ um processo passivo e ocorre de modo
diretamente proporcional a sua concentragdo no sangue
(Lusis, 2000). Isso, associado a menor prote¢do contra o
estresse oxidativo por redugdo dos niveis plasmaticos da
HDLc observado nesse estudo, provavelmente favoreceu
a oxidagdo da LDLc e a aterogénese como descritos nos
estudos de Krieger et al.(2006) nesse modelo animal. Uma
vez minimamente oxidada a LDLc, o sistema imunologico
ndo a reconhece mais como algo proprio do corpo e
desencadeia uma resposta imunoldgica e inflamatoria.
Consequentemente, induz o surgimento de moléculas
de adesdo leucocitaria (ICAM-1, VCAM-1, CD40 e
selectina-E) na superficie endotelial (Lusis, 2000). Essa
oxidagdo (i) aumenta a expressao de moléculas de adesdo
¢ de proteinas quimiotaticas, como a proteina quimiotatica
de mondcitos (MCP-1) (Berliner et al., 1990), promovendo
uma queda na biodisponibilidade do NO, o que aumenta a
expressao das VCAM-1 na camada de células endoteliais
através da indugao da expressdo NF-kB (Khan et al., 1996)
e recruta fagocitos mononucleares (Zeiher et al., 1995); e
(i1) estimula a secregdo de fatores estimuladores, como fator
estimulador de colonia monocitaria (MCS-F) (Berliner et
al., 1990). Isso aumenta a migragdo ¢ a diferenciacdo de
monocitos em macrofagos, com consequente elevagao da
contagem total de leucécitos e do nimero de neutrdfilos
nos camundongos do grupo HL quando comparados com o
grupo S em nosso estudo, uma vez que a LDLc levemente
oxidada induz maior adesdo de mondcitos, mas nao de
neutréfilos, as células endoteliais (Berliner et al., 1990).

Neste estudo observamos que os camundongos
do grupo S, mesmo apresentando uma hiperlipidemia
moderada associada ao aumento dos niveis plasmaticos de
HDL, ndo apresentaram diferencas significativas quanto
a contagem do niimero de plaquetas quando comparados
com o grupo WT. Entretanto, os camundongos do grupo
HL apresentaram um marcado decréscimo nos niveis
plasmaticos da fracdo HDLc associado com aumento na
contagem do niimero de plaquetas quando comparados com
o grupo S. O estresse oxidativo aumentado nesses animais
por diminui¢ao do agente antioxidante a HDLc implicada
em inumeras doencas cardiovasculares, inclui ndo somente
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a vasodilatacdo reduzida, mas também os estados pro-
inflamatério e proé-trombédtico (Libby et al., 2002), os
quais, respectivamente, podem explicar os eventos de
neovascularizacdo e ativagao plaquetdria em modelos de
hipercolesterolemia experimental.

Em conclusdo, nosso estudo mostrou uma
associag@o negativa entre os niveis plasmaticos de HDLc
e as contagens total e diferencial de leucécitos e plaquetas
nos camundongos knockout para o gene do receptor de
LDLec. Essa relagdo demonstrou importante influéncia da
HDLc na modulagao da resposta imunoldgica e inflamatoria
em individuos dislipidémicos. Portanto, conhecendo-
se a importancia do hemograma para o diagnostico e
investigagdo de diversas patologias, acreditamos que,
quando seus parametros forem associados e correlacionados
com os niveis plasmaticos dos lipideos, isso se torne uma
ferramenta indispensavel para o tratamento e/ou prevencao
de inimeras doengas que associam dislipidemias com o
sistema imunologico.

ABSTRACT

Influence of plasma high density lipoprotein levels on
leukocyte and platelet count in dyslipidemic mice

The aim of this study was to investigate the influence
of dyslipidemia on the hemogram. Blood samples were
collected from wild type mice fed a standard diet and
from knockout mice for the low density lipoprotein
(LDL) receptor gene fed on high-fat and standard
diets. The blood cell counts were analyzed for their
association with plasma lipid levels. The results showed
a negative association between high density lipoprotein
(HDL) plasma levels and complete and differential
leukocyte and platelet counts in knockout mice for the
LDL receptor gene. This relation revealed the important
influence of the HDL on the modulation of the immune
and inflammatory response in dyslipidemia. Therefore,
routine analysis of the hemogram, correlated with the
plasma lipid levels, may be valuable in the prevention
and prognosis of the severity of pathological processes
involving immune responses in dyslipidemia.
Keywords: leukocytes, blood cell count, HDL cholesterol,
dyslipidemia, knockout mice.
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