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Validação da predição de um modelo para indução da aterosclerose e 

comprometimento hepato-renal em ratos Wistar fêmeas 

 

RESUMO 

As abordagens terapêuticas para o tratamento da aterosclerose mudaram radicalmente nas 

últimas décadas. Parte desse avanço é inegavelmente decorrente de pesquisas biomédicas 

básicas que proporcionaram uma melhor compreensão e identificação de novos alvos 

terapêuticos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um modelo para induzir aterogênese e 

insuficiência hepato-renal em ratas Wistar. Os seguintes grupos receberam os respectivos 

tratamentos por 60 dias: animais controle, ratas não ovariectomizadas que receberam dieta 

aterogênica (NEAD), ratas ovariectomizadas que receberam dieta aterogênica (NOAD), ratas 

não-ovariectomizadas que receberam dieta aterogênica e Nω-Nitro-L-arginina metil éster 

hidrocloro via oral (L-NAME; LEAD) e ratas ovariectomizadas que receberam dieta 

aterogênica e L-NAME pela via oral (LOAD). A dieta aterogênica foi composta de 64,4% de 

dieta basal, 0,5% colesterol, 0,1% de colato de sódio, 5% sacarose, 5% de banha de porco, 5% 

de gordura vegetal hidrogenada e 20% de gema de ovo liofilizada. Os animais dos grupos 

NEAD, NOAD, LEAD e LOAD também receberam metimazol (2mg/Kg) diariamente e 

colecalciferol (700.000 U/Kg) a cada dois dias. Parâmetros urinários, bioquímicos, 

hemodinâmicos e eletrocardiográficos foram avaliados. Amostras do fígado, coração, rim e 

artérias foram coletadas para investigar o estado redox e realizar análises histopatológicas. 

Todos os grupos desenvolveram dislipidemia e esteatose hepática. Somente o grupo NEAD 

desenvolveu lesões arteriais compatíveis com estrias gordurosas. A função renal foi 

significativamente comprometida nos grupos LEAD e NOAD. Estes resultados indicam uma 

alternativa viável para induzir aterogênese e comprometimento hepato-renal em ratos fêmeas. 

 

Palavras-chave: Aterogênese. Dislipidemia. Esteatose hepática. Ensaio pré-clinico, DCV.  

 

  



  

Development of a Predictive Model to Induce Atherogenesis and Hepato-

Renal Impairment in Female Rats 

 
ABSTRACT 

Therapeutic approaches for the treatment of dyslipidemia and atherosclerosis have radically 

changed in recent decades. Part of this advance undeniably stems from basic biomedical 

research that has provided a better understanding and identification of new therapeutic targets. 

The aim of this work was to develop a model to induce atherogenesis and hepato-renal 

impairment in female Wistar rats. The following groups received the respective treatments for 

60 days: control animals, non-ovariectomized rats that received an atherogenic diet (NEAD), 

ovariectomized rats that received an atherogenic diet (NOAD), non-ovariectomized rats that 

received an atherogenic diet and oral Nω-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-

NAME; LEAD), and ovariectomized rats that received an atherogenic diet and oral L-NAME 

(LOAD). The atherogenic diet was composed of 64.4% standard diet, 0.5% cholesterol, 0.1% 

sodium cholate, 5% sucrose, 5% lard, 5% hydrogenated fat, and 20% egg powder. Animals in 

the NEAD, NOAD, LEAD, and LOAD groups also received methimazole (2mg/Kg) daily and 

cholecalciferol (700.000 U/Kg) each two days, divided in four injection intraperitoneal route. 

Urinary, biochemical, hemodynamic, and electrocardiographic parameters and renal function 

were assessed. Samples of the liver, heart, kidney, and arteries were collected to investigate 

redox status and perform histopathological analyses. All of the groups developed dyslipidemia 

and hepatic steatosis. Only the NEAD group developed arterial lesions that were compatible 

with fatty streaks. Renal function was significantly impaired in the LEAD and NOAD groups. 

These results indicate a viable alternative to induce atherogenesis and hepato-renal impairment 

in female rats. 

 

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

 

Atualmente, as doenças cardiovasculares possuem uma prevalência global de 

aproximadamente 30%. São as principais causas de mortes no mundo, segundo dados da 

Organização Mundial da Saúde (OMS) (WHO, 2017). Grande parte dessas doenças, além de 

serem influenciadas por fatores genéticos, são diretamente catalisadas por fatores ambientais, 

como hábitos alimentares e comportamentais incluindo tabagismo, alcoolismo e sedentarismo. 

De fato, os fatores supracitados são a principal causa de quadros patológicos como a hipertensão 

arterial sistêmica (HAS) e a dislipidemia, que se não tratados adequadamente podem 

desencadear quadros mais graves como a aterosclerose (AMBROSE; BARUA, 2004; 

KANNEL, 1996).  

A aterosclerose é uma condição multifatorial, caracterizada pelo depósito de gordura na 

camada íntima de artérias de médio e grande calibre. Geralmente, está  associada com um 

quadro de inflamação crônica formado devido a pequenas lesões no endotélio arterial (LI et al., 

2014; PETERS et al., 2012). O principal fator desencadeante dessa condição é a dislipidemia, 

sendo a molécula chave dessa doença as lipoproteínas de baixa densidade (LDL) (ADAM et 

al., 2008). O depósito dessas moléculas na camada íntima dos vasos seguido de sua oxidação 

(LDLox), desencadeia um processo inflamatório local (HU et al., 2016b). Moléculas de adesão 

incluindo a molécula de adesão intracelular (I-CAM 1) e a molécula de adesão vascular (V-

CAM 1) começam a serem expressas no endotélio dos vasos, geralmente por ação de 

interleucinas (IL-1 e IL-6), permitindo dessa forma a migração de monócitos para o sítio da 

lesão (GISTERÅ; HANSSON, 2017).  

Uma vez na região infiltrada os macrófagos fagocitam as LDLox, formando as células 

espumosas que se depositam no local. Paralelamente a formação das células espumosas ocorre 

a migração de células musculares lisas, que sofrem divisão celular irregular mediadas pelo 

processo inflamatório. Nos quadros mais avançados da doença o núcleo da placa é constituído 

de uma matriz necrótica, composta por restos celulares (decorrentes da apoptose das células 

espumosas) e cristais de colesterol (GISTERÅ; HANSSON, 2017; NAGHAVI et al., 2003). 

Nesses casos, a chance de ocorrer ruptura da placa e exposição de material trombogênico na 

corrente sanguínea é alta, o que pode consequentemente ocasionar a formação de trombos em 
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artérias encefálicas ou coronárias, levando a quadros como a acidente vascular encefálico 

(AVE) ou o infarto agudo do miocárdio (IAM), respectivamente (KUBO et al., 2007).  

Além dos quadros vasculares, a dislipidemia também é um importante fator 

desencadeante de outras condições patológicas, como o diabetes mellitus, a obesidade e quadros 

de esteatose hepática e alterações da função renal. A esteatose hepática é a forma primaria da 

doença hepática gordurosa não alcoólica, e pode levar a quadros mais sérios em longo prazo, 

incluindo a cirrose hepática (BROWNING; HORTON, 2014; FARRELL; LARTER, 2006). A 

formação de placas de ateroscleróticas podem ocorrer em qualquer veia ou artéria, dentre eles 

a artéria renal, levando a uma redução de perfusão sanguínea nessa região, uma das 

consequências mais graves é o quadro de insuficiência renal crônica (LUCZAK et al., 2015). 

Diversas manobras terapêuticas têm sido estudadas e desenvolvidas nos últimos anos 

com a finalidade de contornar tais condições.  Para que isso ocorra, é de extrema importância 

que se entenda a patofisiologia da doença e como ela vai se comportar diante de novos 

tratamentos (LEONG; NG; JAARIN, 2015). Prévio ao teste em humanos, faz se necessário a 

adoção de modelos animais de forma a testar a eficácia de novos tratamentos. No entanto, uma 

das barreiras encontradas na utilização dos modelos experimentais é a reprodução exata da 

condição humana nos modelos animais utilizados. De fato, alguns modelos são eficazes e de 

fácil reprodução, outros são mais complexos e de difícil reprodutibilidade (KAPOURCHALI 

et al., 2014).   

Grande parte dos modelos animais para a indução e estudo da aterosclerose utilizam, 

além de uma dieta rica em colesterol, a manipulação genética, afetando diretamente as vias de 

transporte e metabolização do colesterol (XIANGDONG et al., 2011). As espécies mais 

utilizadas para a indução da aterogênese variam desde lagomorfos (coelhos) até pequenos 

roedores (ratos, hamsters e camundongos). No entanto, a utilização de roedores é menor, se 

comparado com os lagomorfos, dado ao metabolismo acelerado do animal e a capacidade de 

reverter condições patogênicas de forma rápida, principalmente associadas ao sistema 

cardiovascular (GETZ; REARDON, 2012; KAPOURCHALI et al., 2014). Nestes a maioria são 

modelos murinos genéticos.  

Os modelos genéticos mais utilizados são de camundongos (Mus musculus) knockout 

para o gene que expressa a Apolipoproteína E (apoE-/-) ou animais knockout para o receptor de 

LDL (LDLR-/-). No entanto, apesar da velocidade e acurácia com que esses modelos 

desenvolvem a doença, eles não apresentam especificidade quanto ao desenvolvimento da 

enfermidade da forma como ocorreria em humanos, sendo esta uma importante justificativa 
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para o desenvolvimento e utilização de modelos não genéticos de roedores para o estudo da 

doença (EMINI VESELI et al., 2017; XIANGDONG et al., 2011).  

Outro ponto a ser levado em consideração é o gênero de cada espécie, onde a maior 

parte dos estudos biomédicos adotam animais machos em decorrência de uma série de fatores, 

sendo o principal o fator hormonal (CLAYTON, 2018; ZUCKER; BEERY, 2010). 

Principalmente quando o alvo de estudo são as doenças cardiovasculares, já é bem difundido o 

conhecimento de que o estrogênio, principal hormônio sexual feminino, possui atividade 

cardioprotetora. De fato, estudos mostram que o estrogênio é capaz de reverter ou prevenir a 

evolução de várias doenças cardiovasculares, principalmente devido à alta capacidade 

antioxidante dessa molécula (MANSON et al., 2002). No entanto, as mulheres após o climatério 

se tornam o principal grupo de risco para essas doenças. Apesar disso, 70% dos estudos 

envolvendo essas patologias adotam machos como modelos animais, o que se torna algo 

preocupante, pois existem vários estudos que mostram importantes diferenças farmacocinéticas  

e farmacodinâmicas entre organismos femininos e masculinos (BEERY; ZUCKER, 2011; 

CLAYTON, 2018; ZUCKER; BEERY, 2010).  

Assim, a associação entre os múltiplos fatores de risco envolvidos (dieta, sexo, fatores 

ambientais, manipulação farmacológica e condições patofisiológicas associadas) no 

desenvolvimento e evolução da doença, e a escassez de modelos experimentais utilizando 

fêmeas, permite conjecturarmos a proposta de uma alternativa plausível para mimetizar as 

condições observadas em humanos. Dessa forma, o principal objetivo deste trabalho foi 

desenvolver um modelo preditivo de aterogênese e comprometimento hepato-renal em ratos 

Wistar fêmeas, no qual também foi avaliado o impacto do estradiol e do oxido nítrico (NO) no 

desenvolvimento destas condições.   
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Doenças cardiovasculares (DCVs) 

As DCVs são um conjunto de condições patogênicas que afetam o coração e o sistema 

vascular, dentre elas a doença coronariana, cerebrovascular, arterial periférica, cardíaca 

reumática, trombose venosa e embolia pulmonar (OMS, 2017). Tais enfermidades podem ser 

ocasionadas por fatores ambientais como o tabagismo, alcoolismo, sedentarismo e hábitos 

alimentares inadequados, e os fatores genéticos, que vão influenciar diretamente o surgimento 

de catalisadores das doenças, tais como como a hipertensão arterial sistêmica (HAS), as 

dislipidemias, a obesidade e o diabetes mellitus (AMBROSE; BARUA, 2004; KANNEL, 

1996). As DCVs, dentre as enfermidades crônicas não transmissíveis, são a principal causa de 

mortalidade e morbilidade, com prevalência estimada em 30% a nível mundial (PETERS et al., 

2012; OMS, 2017). Segundo a OMS, é estimado que somente em 2015, 17,7 milhões de pessoas 

tenham morrido vítimas dessas comorbidades (OMS, 2017).  

O impacto econômico da cardiomiopatia isquêmica, como forma mais prevalente das 

doenças cardiovasculares, é superior a 100 bilhões de dólares anualmente. Além disso, quase 

1/3 das mortes são prematuras, sendo as vítimas com idade inferior a 75 anos de idade. Assim, 

essas enfermidades também possuem importantes consequências econômicas adicionais pelos 

anos de produtividade perdidos (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013) 

 

2.2 Aterosclerose 

Dentre as condições que levam ou agravam as DCVs destaca-se a aterosclerose. A 

doença é  considerada uma condição multifatorial que atinge artérias de grande e médio calibre, 

podendo levar a casos graves de IAM e AVE (LIBBY, 2006; PETERS et al., 2012; STÖGER 

et al., 2012). É definida como multifatorial devido a um conjunto de fatores atuando 

simultaneamente, sendo um dos principais desencadeante a dislipidemia. No entanto, outros 

fatores como o estresse oxidativo e o processo inflamatório crônico atuam de forma substancial 

na formação das placas de ateroma (LI et al., 2014; PETERS et al., 2012). 

O quadro de aterosclerose é desencadeado quando ocorre um desajuste entre as 

lipoproteínas presentes na corrente sanguínea. Neste caso o risco se dá no momento em que há 

níveis maiores de LDL -  popularmente conhecida como ‘colesterol ruim’ - e uma baixa nos 
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níveis séricos de lipoproteínas de alta densidade (HDL), da mesma forma conhecido como 

‘colesterol bom’ (ADAM et al., 2008; HU et al., 2016b). Essa condição associada a um quadro 

de HAS, por exemplo, ocasiona pequenas lesões no endotélio dos vasos, permitindo que as 

LDL sejam depositadas na camada íntima dos vasos. Uma vez presente nessa região, tais 

macromoléculas passam por um processo de oxidação, sendo convertidas em LDLox que vão 

desencadear um processo inflamatório local (GISTERÅ; HANSSON, 2017; HU et al., 2016b). 

A retenção dessas macromoléculas no subendotélio, incita a expressão de moléculas de adesão 

como a VCAM-1 no endotélio, permitindo que monócitos migrem para a área, e permeiem até 

alcançar as moléculas oxidadas. A partir daí, os macrófagos recém diferenciados induzidos 

pelos fatores de estimulação de colônias de macrófagos e macrófago-granulócito (M-CSF e 

GM-CFS), iniciam o processo de fagocitose dessas moléculas, através da expressão de 

receptores Scavenger que se ligam às LDLox e as fagocitam. Assim, os macrófagos são 

convertidos em células espumosas que começam a se acumular na camada íntima dos vasos, 

dando início a formação das placas aterogênicas (Figura 1) (GISTERÅ; HANSSON, 2017). 

Além disso, tais células começam a expressar IL-1β, que além de induzir a proliferação de 

células musculares lisas (CML), fazem com que estas expressem IL-6 na corrente sanguínea, 

que ao atingir o fígado, elevam a expressão de proteína C-reativa (PCR) (DUEWELL et al., 

2010; LOPPNOW; LIBBY, 1990; MAIER et al., 2005).  
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Figura 1. Mecanismos imunológicos de formação das placas de ateroma. A retenção de LDL 

na camada íntima inicia o desenvolvimento da aterosclerose. O acúmulo subendotelial de 

lipoproteínas leva a regulação positiva de moléculas de adesão na superfície endotelial e ao 

recrutamento de monócitos à lesão em formação. Monócitos transmigram para o espaço 

subendotelial e diferenciam-se em macrófagos em resposta ao fator estimulador de colônias de 

macrófagos (M-CSF) e fator estimulador de colônias de granulócitos-macrófagos (GM-CSF) 

produzido pelas células endoteliais. As células do músculo liso também podem 

transdiferenciar-se em células do tipo macrófago. A captação de lipoproteínas mediada por 

receptor de sequestrador por macrófagos leva à formação de células espumosas. Os cristais de 

colesterol se formam nessas células e ativam o inflamassoma da proteína 3 contendo os 

domínios NACHT, LRR e PYD, resultando na liberação de IL-1β, que estimula as células 

musculares lisas a produzir IL-6. Tanto a IL-1β quanto a IL-6 exercem efeitos pró-

inflamatórios. Além disso, a IL-6 circulante pode sinalizar para o fígado para produzir proteína 

C reativa (PCR). Os níveis desse biomarcador são aumentados em pacientes com doença 

cardiovascular aterosclerótica. (Fonte: Adaptado de Gisterå; Hansson, 2017) 

 

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

proteinases degradadoras de matrizes, que vão aumentar as chances de ruptura da placa 

Monócito 
LDL 

Integrina 

Molécula 

de adesão Transmigração Retenção de LDL 

Oxidação de 

LDL 
Receptor 

Scavenger 

Macrófago 

PCR 

Célula 

espumosa 

Cristal de 

colesterol 

Fígado 

Célula 

endotelial 

Célula 
muscular lisa 

Cristal de 

colesterol 

Lúmen   

arterial 

Íntima 

Adventícia 

Média 



21 

 

aterosclerótica (LIBBY; DICARLI; WEISSLEDER, 2010). As placas em estado mais avançado 

de formação possuem um núcleo necrótico rico em ésteres, cristais de colesterol monohidratado 

e detritos celulares provenientes de oncoses ou apoptoses dos macrófagos convertidos. Além 

disso, a apoptose das células do músculo liso interrompem os processos de reparo de danos 

celulares, aumentando as chances de evolução das placas e possível ruptura (GISTERÅ; 

HANSSON, 2017; NAGHAVI et al., 2003). Além disso, a morte dessas células, tal qual das 

células endoteliais, aumentam a produção e liberação de espécies reativas de oxigênio, como o 

ânion superóxido, que possuem papel importante nos mecanismos de danos celulares, podendo 

levar a outros quadros patológicos (LI; HORKE; FÖRSTERMANN, 2014).  

Clinicamente, a formação das placas ateroscleróticas se estabelece em diferentes 

estágios. Nos mais simples, onde não ocorre a ruptura da placa aterosclerótica, pode ocasionar 

apenas a diminuição do raio do vaso, iniciando um possível quadro de estenose que pode gerar 

problemas de perfusão local e angina pectoris (DAI et al., 2007; LIBBY; DICARLI; 

WEISSLEDER, 2010).  

Nos casos mais graves, onde há presença de tecido fibroso e ruptura da placa, pode 

ocorrer quadros de trombose que conduzem ao AVE ou ao IAM. É estimado que 70% dos casos 

de tromboses coronarianas sejam causados pela ruptura das placas ateroscleróticas (KUBO et 

al., 2009). Além disso, o acúmulo de placas ateroscleróticas nas artérias renais obstrui parcial 

ou totalmente a irrigação de sangue arterial para os rins, levando a redução da função renal ou 

a um quadro de insuficiência renal crônica (LUCZAK et al., 2015). 

 

2.2.1 Fatores de risco 

Há vários fatores de risco que vão atuar de forma sinérgica para o surgimento e 

estabelecimento da aterosclerose. O endotélio vascular é de suma importância para seu 

funcionamento. É nele que estão localizados os receptores que modulam a contração ou 

dilatação do vaso. Um endotélio normal funciona de modo inibitório, ou seja, inibindo a 

contração, a divisão celular de CMLs, a agregação plaquetária, a trombose e a adesão de 

monócitos. De fato, todos esses processos são fatores desencadeantes para a formação de placas 

ateroscoleróticas. Assim, a disfunção endotelial entra como um importante fator de risco para 

o desenvolvimento do quadro de aterosclerose (GLASSER; SELWYN; GANZ, 1996). 

Além de fatores primários como a obesidade e o diabetes mellitus, dois outros fatores 

se destacam quanto ao seu papel fundamental no estabelecimento da aterosclerose, a 

dislipidemia e a HAS. Apesar da HAS ser considerada uma doença per se, também é um dos 

principais fatores de risco para o estabelecimento da aterosclerose, dado ao estresse de 
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cisalhamento no vasos, resultando em lesões onde as LDL alcançam a camada íntima iniciando 

um processo de inflamação crônica (HURTUBISE et al., 2016).  

Embora esses fatores sejam considerados independentes para o estabelecimento da 

doença, há evidências que indicam que a presença de um desses pode levar ao início ou 

desenvolvimento de outro, sendo a HAS e a dislipidemia exemplos comuns dessa interação 

(AGBOR-ETANG; SETARO, 2015). Estudos apontam pelo menos um achado anormal de 

lipídeos em pacientes recém diagnosticados com HAS, indicando uma possível ação sinérgica 

desses fatores no desenvolvimento da aterosclerose (HURTUBISE et al., 2016; SILVA; 

CARDOSO; FERREIRA, 2015). 

 

2.2.1.1 Estresse oxidativo 

Além da disfunção endotelial, é possível descrever o importante papel do estresse 

oxidativo na formação das placas ateroscleróticas, sobretudo na oxidação das moléculas de 

LDL. De fato, vários fatores de risco desencadeiam a produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), que no quadro de aterosclerose, podem ser produzidas não apenas pelas células 

endoteliais, mas também pelas células vasculares de músculo liso. Além disso, fatores como a 

HAS, o diabetes mellitus, a hipercolesterolemia e o envelhecimento contribuem diretamente 

para a produção dessas EROs (HARRISON et al., 2003; LI; HORKE; FÖRSTERMANN, 

2014).  

A dislipidemia aumenta significativamente a produção de EROs, que além de oxidar as 

moléculas de LDL, causam danos severos ao endotélio vascular, o que é fator chave para 

desencadear um processo inflamatório e permitir que as LDL migrem para a camada íntima dos 

vasos (HUANG et al., 2013).  

Os radicais livres, principalmente as EROs e as espécies reativas de nitrogênio (ERN), 

são importantes mediadores de lesões teciduais, apoptose e senescência. Eles são gerados de 

forma endógena, por exposição a diversos fatores ambientais, produtos de metabolismo e 

respiração, e até como consequência de dietas desbalanceadas (PEIRE; PUIG–PARELLADA, 

1998). Dentre os vários tipos de EROs, destaca-se o íon superóxido e o peroxinitrato como 

radicais livres, e o não-radical peróxido de hidrogênio. Os radicais livres tendem a possuir 

menor estabilidade e tempo de meia vida que os não-radicais. O excesso de radicais livres vai 

resultar em proliferação descontrolada de células, apoptose, aumento da permeabilidade celular 

e morte, além de ser um importante coadjuvante na gênese de disfunção endotelial, inflamação 

e remodelamento vascular (DRÖGE, 2002; HURTUBISE et al., 2016; PEIRE; PUIG–

PARELLADA, 1998). 
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Células fagocitárias, como neutrófilos, monócitos e macrófagos, contém um ligante de 

membrana, uma multicomponente oxidase, que usa derivados de NADPH para reduzir o 

oxigênio molecular. As NADPH oxidases, tem sido observadas como importantes fontes de 

ERO nas células vasculares, desempenhando um   sistema enzimático regulado por fatores 

fisiopatológicos cruciais para a formação da aterosclerose (HARRISON et al., 2003). Como 

meio de remediar tal situação adversa, o organismo apresenta a capacidade de expressar 

enzimas antioxidantes, tal qual utilizar substâncias exógenas como meios de captar os radicais 

livres responsáveis pelo desenvolvimento da aterosclerose. No que diz respeito a todas doenças, 

os antioxidantes precisam atuar protegendo os meio intra e extra celular (BONOMINI et al., 

2008).  

As enzimas antioxidantes são proteínas associadas a células, cuja principal função é 

impedir ou retardar processos de oxidação, mantendo o tônus dentro da célula; podem também 

ser associadas a manutenção de antioxidantes exógenos. Dentre os principais antioxidantes 

endógenos ou enzimáticos, destacam-se a superóxido desmutase (SOD), catalase (CAT), 

Glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase, transferase, oxidoredutase de tiol-dissulfeto 

e peroxirredoxinas. Estando presentes a maioria delas em células endoteliais nos vasos 

sanguíneos, pois o líquido extracelular é na maioria das vezes desprovido dessas enzimas 

(HAMILTON et al., 2004). A glutationa é o maior componente antioxidante encontrado nas 

células endoteliais, e sua forma reduzida (GSH) é responsável por proteger as células de danos 

oxidativos, já que esta possui a capacidade de inibir a ação dos peróxidos lipídicos, 

(ROSENBLAT; COLEMAN; AVIRAM, 2002; SIES, 1999).  

A SOD compõe o maior sistema antioxidante contra o aníon superóxido nas células 

vasculares. Possui um metal redox em seu núcleo catalítico, que dismuta o aníon superóxido 

em peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio. De forma complementar a CAT irá atuar de 

forma a decompor o H2O2 em água e moléculas de oxigênio. A GSH é um importante indicativo 

do estado antioxidante do organismo, esta não age de forma isolada, sua quantificação na 

verdade é um indicativo indireto da presença da GPx, já que esta enzima converte o anion 

hidroxila em água, ao utilizar a GSH em sua forma completa. Desta forma as duas enzimas 

antioxidantes e o GSH, tornam-se o principal sistema de defesa contra os radicais livres 

associados a aterosclerose (ROSENBLAT; COLEMAN; AVIRAM, 2002; WASSMANN; 

WASSMANN; NICKENIG, 2004) 

 

2.2.2.1 Dislipidemia 
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A aterosclerose vem sendo documentada em modelos experimentais desde 1908, onde 

Ignatowski (1908) observou a formação de estrias lipídicas em coelhos tratados com dieta 

hipercalórica. Desde então a doença vem sido comumente associada às dislipidemias, como a 

hipercolesterolemia e a hipertrigliceridemia (MOGHADASIAN; FROHLICH; MCMANUS, 

2001).  

A dislipidemia é caracterizada como uma condição que está diretamente relacionada 

com o aumento de colesterol e triglicerídeos (TG) na corrente sanguínea, especificamente, o 

aumento de LDL e lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL) e a diminuição do HDL; 

sendo fator desencadeante em quadros de obesidade e aterosclerose. Dentre os tipos de 

dislipidemias envolvidas no estabelecimento das placas ateroscleróticas merecem destaque a 

hipertrigliceridemia e a hipercolesterolemia. A hipertrigliceridemia é caracterizada pelo 

aumento de VLDL e quilomícrons no plasma. Grundy e colaboradores (2014) evidenciaram um 

importante papel das VLDL no desenvolvimento das placas aterogênicas. Este papel é 

decorrente da diminuição da hidrólise dessas lipoproteínas pelas lipases, ou ainda, devido ao 

aumento de sua síntese, com consequente acúmulo de LDL no plasma (FALUDI et al., 2017; 

GRUNDY et al., 2014).  

A dislipidemia é uma alteração chave para o surgimento de diversas doenças cardio e 

cerebrovasculares, sendo um fator limitante para a formação da aterosclerose (GRUNDY, 

1998). As dislipidemias podem ser classificadas como hipercolesterolemia isolada, 

hipertrigliceridemia isolada, hiperlipidemia mista ou HDL baixo, isso de acordo com o tipo de 

alteração lipídica no soro, segundo dados da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) (GARCIA; CALDEIRA, 2011).   

 

2.2.2.2 Hipertensão arterial sistêmica (HAS) 

A HAS ou pressão sanguínea alta é uma condição médica e o principal fator de risco 

para o desenvolvimento de diversas DCVs, incluindo a doença cardíaca isquêmica, doença 

arterial periférica, acidente vascular encefálico, insuficiência cardíaca e a insuficiência renal 

(DUBEY et al., 2017; SULTANA; ASIF, 2017). Apesar de poder ser considerada um fator de 

risco, a doença apresenta características e consequências próprias. Geralmente assintomática, a 

HAS afeta de 20 a 40% da população adulta nas américas, atingindo cerca de 250 milhões de 

pessoas só nesse continente. Segundo a OMS (2016) a HAS pode ser definida como pressão 

arterial sistólica maior ou igual a 140 mm Hg, e/ou pressão arterial diastólica igual ou maior a 

90 mm Hg.  
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A HAS é associada a distúrbios metabólicos, alterações funcionais e/ou estruturais de 

órgãos-alvo, sendo frequentemente agravada por outros fatores de risco, incluindo a 

dislipidemia, a obesidade e o diabetes. No Brasil, a doença atinge uma média de 32,5% 

(aproximadamente 36 milhões) de indivíduos adultos, sendo mais de 60% correspondente a 

pacientes idosos, sendo responsável direta ou indiretamente por 50% das mortes por DCVs. Só 

em 2013, das 1.138.670 mortes, cerca de 29,8% foram atribuídas a DCVs, sendo a principal 

causa de mortes no país. No entanto, ao longo dos anos, esses números tem diminuído, com 

exceção das doenças hipertensivas (DH), como hipertensão neonatal, pulmonar e portal, por 

exemplo, que aumentaram entre os anos de 2002 e 2009, mesmo assim, apresentando redução 

significativa desde 2010 (MALACHIAS et al., 2016). 

A HAS é um importante fator de risco para a formação de placas ateroscleróticas, dado 

ao estresse de cisalhamento que o quadro acarreta sob o endotélio vascular. As lesões formadas 

servem de acesso para as LDL à camada íntima das artérias, além de ser um quadro indutor da 

produção de EROs (AMBALE VENKATESH et al., 2014; HUANG et al., 2013; HURTUBISE 

et al., 2016). É de grande importância acrescentar que embora a HAS seja um fator de risco 

para a formação de aterosclerose, a mesma pode surgir em decorrência do quadro aterogênico, 

não havendo uma ordem para que isso ocorra, onde, ao mesmo tempo que são incidentes 

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

 

2.3 Doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA)  

A doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) pode ser definida como um 

conjunto de condições que afetam o fígado sem histórico de consumo de álcool. É caracterizada 

desde o acúmulo de triglicerídeos nos hepatócitos (esteatose hepática), até quadros 

inflamatórios graves, levando a fibrose e a cirrose hepática (BROWNING; HORTON, 2014). 

A DHGNA é considerada o quadro mais comum dentre as doenças crônicas que atingem o 

fígado, com prevalência de aproximadamente 30% em pacientes adultos nos países 

desenvolvidos, o que leva o aumento dessa prevalência é decorrente do alto consumo de 

alimentos industrializados e gordurosos. Comumente a DHGNA está associada a quadros de 

obesidade, resistência à insulina e hiperlipidemia, sendo considerada a manifestação hepática 

da síndrome metabólica (MARCHESINI et al., 2003; NEUSCHWANDER-TETRI, 2005, 

2007).  

Há três estágio possíveis para essa condição: a esteatose simples, que consiste na 

esteatose hepatocelular, ou seja, o acúmulo lipídico nos hepatócitos, e a esteatohepatite não 

alcoólica (EHNA), que além de esteatose nos hepatócitos, pode apresentar quadros de 
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inflamação e necrose no tecido hepático. Embora a esteatose simples seja considerada o curso 

inicial natural da DHGNA, a EHNA é observada em 1/3 dos casos, sendo um quadro 

progressivo que pode levar a condições mais sérias como a cirrose e o carcinoma hepatocelular, 

que é considerado o terceiro estágio (FARRELL; LARTER, 2006; TAKAHASHI; 

FUKUSATO, 2014). 

A esteatose hepática, ou esteatose simples, é a manifestação mais comum e menos 

agressiva da DHGNA, e é um termo genérico para se referir ao acúmulo de lipídeos no tecido 

hepático (hepatócitos). A esteatose ocorre quando há uma desregulagem nas vias metabólicas 

de lipídeos, podendo contribuir para o surgimento de quadros mais sérios como a inflamação 

hepática crônica, resistência à insulina e danos no tecido hepático (BROWNING; HORTON, 

2014; PURUSHOTHAM et al., 2009).  

A capacidade do fígado de regular o metabolismo é comandada por uma dinâmica rede 

regulatória transcricional  (CHAWLA et al., 2001). Estudos indicam que a presença do quadro 

de esteatose hepática possui um papel importante no desenvolvimentos de doenças 

cardiovasculares, tais como a aterosclerose. Além disso, comorbidades como o diabetes 

mellitus pode catalisar tanto a DHGNA quanto o processo aterosclerótico. De fato, Targher e 

colaboradores (2006) e McKimmie e colaboradores (2008) mostraram que pacientes com 

associação dessas duas condições apresentaram um rápido e significante espessamento da 

camada média-íntima das artérias carótidas (MCKIMMIE et al., 2008; TARGHER et al., 2006). 

O acúmulo de lipídeos no fígado, além de induzir a produção de EROs, são responsáveis 

por aumentar a expressão de IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), PCR, fibrinogênio e 

fetuina-A (FTA), que são moléculas pró-inflamatórias que estão diretamente associadas com a 

formação da doença aterosclerótica (AUBERGER et al., 1989). A FTA é uma proteína 

secretada pelo fígado, sendo um inibidor natural para receptores de insulina tirosina quinase e 

um ligante endógeno de receptores toll 4 (TLR4), por onde através do acúmulo lipídico leva a 

resistência à insulina. Esta proteína pode levar a um quadro de inflamação, que está associado 

com o surgimento de condições como disfunção endotelial, aterosclerose na carótida e aumento 

de chances de IAM, AVE e diabetes tipo 2 (DOGRU et al., 2013; PAL et al., 2012; RITTIG et 

al., 2009; STEFAN et al., 2008). O aumento de PCR promove aumento nos quadros de 

inflamação e acelera o desenvolvimento da aterosclerose aumentando a expressão de inibidores 

de ativadores de plasminogênio 1 (IAP1) e moléculas de adesão nas células endoteliais, inibindo 

a formação de oxido nítrico, e aumentando a captação de LDLox pelos macrófagos 

(CHAPMAN et al., 2011; GAGGINI et al., 2013). 
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2.4 Aterosclerose e danos renais 

A aterosclerose, dado a generalização de sua patofisiologia, comumente aparece 

associada com várias outras enfermidades. Um dos quadros a que geralmente está associada 

são as doenças renais, principalmente a doença renal crônica (DRC), onde esta está presente 

em 30% dos casos (CHADE; LERMAN; LERMAN, 2005). De fato, a doença aterosclerótica 

renal está comumente associada a mais de 1/3 dos casos de doenças renais terminais. A 

aterosclerose na artéria renal é evidente em 50% dos indivíduos que apresentam a doença, e 

podem causar estenose significativa da artéria renal em  6,8 % dos adultos abaixo dos 65 anos 

(CHADE; LERMAN; LERMAN, 2005; HANSEN et al., 2002; UZU et al., 2002). 

A estenose da artéria renal, pode ocasionar o acionamento do sistema renina-

angiotensina-aldosterona, que leva de forma sistêmica ao um quadro de hipertensão 

renovascular (HRV). O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), é um sistema 

complexo de rotas enzimáticas e componentes bioativos que exercem diversas funções 

(ABADIR; WALSTON; CAREY, 2012). É definido pela atividade da enzima conversora de 

angiotensina (ECA), que irá converter o peptídeo angiotensina (ANG) em angiotensina II 

(ANGII) e consequente ativação dos seus receptores (AT1R), que irá mediar tanto os 

mecanismos periféricos quanto os mecanismos centrais na regulação da pressão sanguínea. A 

ação dessa via, está diretamente relacionada a diversas respostas patológicas como inflamação, 

fibrose, desregulação metabólica e disfunção endotelial, parâmetros que, junto com a 

hipertensão são intricadamente atrelados ao desenvolvimento da aterosclerose (CAREY, 2012; 

CHAPPELL, 2016).   

O surgimento da DCR está diretamente associado a diferentes fatores de risco, como a 

dislipidemia severa, inflamação e principalmente o estresse oxidativo, que em associação 

também são fatores desencadeadores de aterosclerose. Esses fatores além de levar a oxidação 

do LDL e a lesões endoteliais, também conduzem a um comprometimento da maturação das 

moléculas de HDL. Essa anormalidade pode ser um fator crucial e conectivo entre as DCVs e 

as doenças renais (NAGHAVI et al., 2003; NAVAB et al., 2006).  

A aterosclerose é resultado de uma série de respostas celulares e moleculares a 

condições adversas endógenas e exógenas, e os eventos celulares envolvidos no início da 

aterogênese se assemelham aos desencadeados em outras formas de DCR. De fato, as células 

glomerulares apresentam algumas características fisiológicas semelhantes às células endoteliais 

vasculares (KAMANNA; ROH; KIRSCHENBAUM, 1998). Dessa forma, a aterosclerose pode 

sobrepor lesões renais pré-existentes ou simultaneamente agravar a progressão da DCR, 
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compartilhando mecanismos fisiopatológicos semelhantes (CHADE; LERMAN; LERMAN, 

2005). 

 

2.5 Modelos experimentais 

A utilização de modelos experimentais com animais é de suma importância para se 

estudar e entender o funcionamento e a patofisiologia de várias enfermidades, tal qual testar 

importantes candidatos a novos tratamentos. Muitos animais apresentam semelhanças 

anatômicas e fisiológicas, tal qual genes homólogos, aos humanos, permitindo que doenças e 

condições possam ser mimetizadas de forma a simular como estas se comportariam diante de 

possíveis tratamentos como fármacos e vacinas (KAPOURCHALI et al., 2014). A ideia de se 

utilizar animais como modelos experimentais teve início em 1865 quando Claude Bernard 

lançou a obra “Introdução ao Estudo da Medicina Experimental”, onde propôs o uso de animais 

como modelos de experimentação para simular condições fisiológicas semelhantes ao que 

ocorre nos humanos (BERNARD; UNIVERSITY COLLEGE, 1865).  

Atualmente, a pesquisa com animais se apresenta como uma ferramenta importante para 

entender a patofisiologia de uma doença e a maneira de intervenção terapêutica mais adequada 

a ser aplicada. Esses animais são usados nas mais diversas áreas das pesquisas biomédicas, e 

tem sido utilizado não só para o estudo das doenças em humanos, mas também em outros 

animais. Animais usados como modelos experimentais incluem os roedores (como os 

camundongos, ratos e cobaias), lagomorfos como os coelhos, e outros animais como cães, gatos, 

porcos, primatas, pássaros, peixes e sapos (LEONG; NG; JAARIN, 2015). 

Muitas considerações devem ser levadas em conta na hora de escolher o modelo animal 

mais apropriado para responder os questionamentos que o estudo apresenta. A espécie e o 

número de animais sempre devem ser avaliados primeiramente, de forma a respeitar o princípio 

dos 3Rs que vem dos termo em inglês para redução, substituição e refinamento (reduction, 

replacement e refinement) introduzidos por Russel e Burch (1959) e estabelecidos de forma 

tornar a utilização de animais em pesquisa mais ética e mais humanizada (RUSSELL; BURCH, 

1959). Dessa forma, até mesmo antes de optar pelo uso de animais, é ideal que o pesquisador 

pesquise possíveis alternativas, como ensaios in vitro, que talvez possam ser tão eficientes 

quanto o uso dos animais, aplicando dessa forma o princípio de replacement. Caso o uso de 

animais prossiga, é de extrema importância a aplicação dos outros dois princípios, a reduction 

de forma a utilizar o menor número amostral de animais possível, e o refinement, que vem com 

a premissa de otimizar os protocolos experimentais de forma a diminuir a dor e o sofrimento 

do animal ao máximo possível (EMERSON, 2010). 
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O uso de animais, principalmente os ratos (Rattus norvegicus), tem sido documentado 

nas mais diversas áreas biomédicas. Esses animais tem sido empregados para o estudo das mais 

diversas doenças, como as doenças inflamatórias, autoimunes, cardiovasculares, 

gastrointestinais e carcinomas (JACOB, 2010). Os modelos utilizados para as doenças 

cardiovasculares vem sendo aperfeiçoados ao longo do tempo, e embora com o apogeu das 

técnicas de DNA recombinante e o surgimento de linhagens geneticamente modificadas, tem 

se buscado alternativas de modelos que desenvolvam determinadas doenças de forma a simular 

como elas realmente ocorrem de forma natural, que seja, de fácil reprodutibilidade e mais 

acessível em termos de custos, dado que as linhagens geneticamente modificadas tendem a ser 

de alto custo e de difícil reprodução em biotérios (EMINI VESELI et al., 2017; 

KAPOURCHALI et al., 2014)    

 

2.5.1 Modelos animais para o estudo da doença aterosclerótica 

A aterosclerose por ser uma doença de cunho multifatorial é de difícil reprodutibilidade 

em modelos animais, dado que uma série de fatores devem ser levados em conta no momento 

em que é decidido induzir o quadro patológico. De fato, o desenvolvimento da doença deve 

ocorrer de forma o mais semelhante possível ao que ocorre em pacientes humanos, desde o 

perfil lipídico sérico, até quadros específicos como a inflamação crônica, a disfunção endotelial 

e o estresse oxidativo (KAPOURCHALI et al., 2014). Dessa forma, modelos adequados que 

possam elucidar as etapas envolvidas na patogênese da aterosclerose apresentam um papel 

importante para o desenvolvimento de possíveis tratamentos (XIANGDONG et al., 2011). 

Dentre os modelos experimentais utilizados em pesquisas biomédicas os camundongos 

são de longe os mais utilizados, dado a fácil reprodução, manuseio e manutenção. No entanto, 

quando o foco é a aterosclerose, ou enfermidades atreladas ao metabolismo lipídico, os 

camundongos são de longe os menos eficientes, principalmente como modelos de aterosclerose. 

Estes animais apresentam uma certa resistência a dieta hipercolesterolêmica usualmente 

utilizada como indutora da doença, sendo que aproximadamente 70% do colesterol plasmático 

dos camundongos é composto por HDL, sendo que nos humanos este perfil é o oposto, sendo 

o LDL a molécula mais abundante no soro (FERNANDEZ et al., 1999; XIANGDONG et al., 

2011). Uma das possíveis causas para essa diferença entre os perfis lipídicos de camundongos 

e humanos é a ausência da enzima proteina colesterol-éster transferase (CETP) nos 

camundongos, sendo este um fator limitante para a utilização desses animais como modelos da 

doença (OLIVEIRA HELENA C.F. et al., 1997). 
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No entanto, como forma de compensar essas limitações, os camundongos possuem um 

padrão genético bem conhecido, sendo o segundo mamífero a ter seu genoma completamente 

sequenciado, permitindo que através de técnicas de engenharia genética os genes possam ser 

silenciados, deletados ou passados por processo de knock-out/in. Dessa forma, os camundongos 

passam a ser os modelos genéticos comuns para os estudos das mais diversas enfermidades, 

principalmente a aterosclerose, elucidando fatores tanto genéticos como não genéticos 

envolvidos na fisiopatologia da doença (KAPOURCHALI et al., 2014; LIVERO; 

GASPAROTTO JUNIOR, 2019).  

Semelhante aos camundongos, os ratos não possuem a CETP no plasma, o que dificulta 

a absorção do colesterol, da mesma forma, a maior parte do colesterol circulante é composto 

por HDL, sendo então modelos pouco adotados para a indução da aterosclerose (FERNANDEZ 

et al., 1999). No entanto, a utilização de ratos para pesquisas biomédicas tem sido mais e mais 

adotada, dado a facilidade com que protocolos podem ser realizados nesses animais, pois seu 

tamanho permite fácil manuseio e manutenção do animal, sem contar sua semelhança 

anatômica e fisiológica com humanos (LEONG; NG; JAARIN, 2015). Dessa forma, modelos 

de aterosclerose induzidos em ratos tem sido desenvolvidos e padronizados com mais 

frequência (XIANGDONG et al., 2011). Notavelmente, linhagens isogênicas como os ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR) tem demonstrado uma maior susceptibilidade para 

desenvolver a doença, principalmente quando induzida por dieta rica em colesterol 

(OKAMOTO et al., 1964). Modelos em ratos de linhagem heterogênicas como Wistar e 

Sprague-Dawley tem sido descrito atualmente. Nesse caso a dieta hiperlipídica é associada com 

a manipulação farmacológica, incluindo a administração de vitamina D, ácido cólico e 

propiltiouracil (JIANG et al., 2017a; JORIS et al., 1983; LI; CHEN; SHEN, 2011; 

XIANGDONG et al., 2011). 

Embora os ratos tenham sido a terceira espécie a ser sequenciada, não tiveram a mesma 

exploração na engenharia genética como os camundongos. Assim, é incomum encontrar 

linhagens transgênicas ou com qualquer tipo de modificação genética. Um dos poucos 

exemplos é uma linhagem transgênica que super expressa a CETP humana utilizando como 

base uma linhagem de ratos Dahl sal-sensível (DS) (HERRERA et al., 1999). 

Além dos roedores supracitados, outro modelo mais utilizado, aliás, o mais utilizado 

para estudos de aterosclerose são os lagomorfos, principalmente os coelhos da linhagem Nova 

Zelândia (Oryctolagus cuniculus). Estes foram adotados como modelo padrão ouro para o 

estudo de aterosclerose (IGNATOWSKI, 1908). No entanto, seu uso vem diminuindo desde os 
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anos 2000, provavelmente em decorrência do desenvolvimento dos camundongos 

geneticamente modificados (EMINI VESELI et al., 2017; FAN et al., 2015). 

Os coelhos possuem o metabolismo de lipoproteínas semelhantes aos humanos, e bem 

diferente dos camundongos, ou seja, as lipoproteínas predominantes são as ricas em ApoB 

(LDL e VLDL) (FAN; WATANABE, 2000). No entanto, algumas desvantagens podem surgir 

com esse modelo. Esses animais apresentam um quadro de inflamação massiva durante o 

processo de formação da doença, podendo levar o animal a uma morte precoce e alterando 

radicalmente os parâmetros bioquímicos. Além disso, quando alimentados com dieta 

hipercolesterolêmica por um período muito longo, pode surgir um importante quadro de 

toxicidade hepática (EMINI VESELI et al., 2017; FUSTER et al., 2012). 

Mesmo com o aumento da utilização de modelos genéticos de camundongos, 

recentemente, modelos geneticamente modificados (GM), tem sido explorado em coelhos. 

Como exemplo, destaca-se o Apolipoproteína E knockout (ApoE -/-), modelo desenvolvido 

através da técnica de edição genica (CRISPR-cas9) em 2016 por Niimi e colaboradores (NIIMI 

et al., 2016). E por fim, há também uma linhagem de coelhos obtidos por cruzamento entre 

gerações na mesma família, onde devido a uma mutação não há expressão de receptores de 

LDL. São os coelhos da linhagem Watanabe Heriatable Hyperlipidaemic (WHH) 

(WATANABE, 1980). Estes animais tem sido muito adotados por serem um modelo 

espontâneo de hipercolesterolemia e aterosclerose, porém ele ainda não é encontrado no Brasil 

e tem um alto custo.  

 

2.5.1.1 Modelos animais não-genéticos 

Os modelos chamados de não genéticos, ou convencionais, são aqueles cuja patologia é 

induzida por métodos naturais, sem qualquer tipo de modificação genética, o que se torna uma 

vantagem, pois este simula de forma mais real a formação e a evolução de determinada doença. 

De fato, esse vem a ser o principal objetivo de um modelo animal, ou seja, apresentar um 

desenvolvimento patológico o mais fiel possível ao que ocorre nos humanos, para que se possa 

estudar com eficácia a fisiopatologia da doença (LIVERO; GASPAROTTO JUNIOR, 2019). 

No entanto, quando falamos em aterosclerose a existência desses modelos tende a ser escassa, 

principalmente dentre os roedores, apesar de serem os modelos experimentais mais utilizados 

em pesquisas biomédicas. Uma das explicações é que os roedores apresentam baixa quantidade 

de LDL circulante no plasma e ausência de CETP, dois fatores cruciais para o desenvolvimento 

da doença (EMINI VESELI et al., 2017; GETZ; REARDON, 2012; MILLER, 1987). 
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O modelo animal mais utilizado hoje para pesquisas biomédicas é o camundongo. Essa 

espécie possui inúmeras vantagens sobre outros animais, como ciclo de vida curto, baixo custo 

de manutenção, rápido ciclo reprodutivo e fácil manuseio. No entanto, é o animal que apresenta 

mais dificuldade de desenvolver doenças relacionadas ao metabolismo lipídico. Assim, na 

utilização desses animais como modelos para o estudo da doença aterosclerótica a manipulação 

genética é necessária, de forma a tornar o perfil lipídico o mais compatível com a formação da 

doença (EMINI VESELI et al., 2017; GETZ; REARDON, 2012).  

Apesar dos camundongos possuírem uma série de representantes geneticamente 

modificados que podem ser adotados como modelos para o estudo da aterosclerose, esses não 

apresentam o desenvolvimento natural da doença. Dessa forma, os ratos apresentam vantagens 

sobre esses modelos. Apesar de apresentarem perfil lipídico semelhante, pesquisas indicam que 

a administração de dietas hipercolesterolêmicas associadas com outros fatores de risco (p.ex. 

HAS) e manipulação farmacológica podem representar alternativas viáveis aos modelos 

genéticos  (LIVERO; GASPAROTTO JUNIOR, 2019).  

Fu e colaboradores associando uma dieta hipercolesterolêmica (81,3% de ração 

comercial, 11% banha, 3% colesterol, 0,5% colato de sódio e 5% de açúcar), injeção 

intraperitoneal de vitamina D3 (600.000 IU/Kg) e 0,2% de propiltiouracil induziu placas 

ateroscleróticas em ratos normotensos. Nesse caso, os animais apresentaram importantes danos 

endoteliais vasculares, aumento nos níveis de colesterol total e LDL, e significante 

espessamento da camada íntima dos vasos (FU et al., 2017; LIVERO; GASPAROTTO 

JUNIOR, 2019). No entanto, outros autores conseguiram efeitos semelhantes fazendo pequenas 

alterações na dieta, nas doses de vitamina D3 e na quantidade de propiltiouracil. Jiang e 

colaboradores conseguiram um feito semelhante em ratos machos da linhagem Sprague-

Dawley em apenas 12 semanas. Com pequenas alterações na dieta (78,3% de dieta comercial, 

10% de banha, 1% de colesterol, 5% de gema de ovo liofilizada, 0,5% de colato de sódio e 5% 

de sucrose), adição de propiltiouracil (0,2%) e administração de vitamina D3 (700.000 IU/Kg, 

i.p.) por 6 semanas os animais desenvolveram dislipidemia, esteatose hepática e placas 

ateroscleróticas contendo células espumosas, cristais de colesterol, e tecido necrótico 

calcificado (JIANG et al., 2017b). 

O tempo de estabilização da doença em ratos, de acordo com os estudos já encontrados, 

variam de 10 a 17 semanas. De fato, a associação de dieta hiperlipídica, antagonistas de 

hormônios tireoidianos e vitamina D3 em altas dosagens podem induzir o desenvolvimento da 

aterosclerose em tempos menores, no entanto a doença se apresenta de forma mais sutil. Dessa 

forma, alguns autores optaram por envolver procedimentos cirúrgicos para a indução de outros 
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fatores de risco que possam ajudar na indução da aterosclerose. Como exemplo, Sasaki e 

colaboradores (1994) associaram uma dieta aterogênica (82,3% de dieta comercial, 10% de 

banha, 2% de colesterol, 0,5% de ácido cólico, 0,2% de 6-metil-tiouracil e 5% de sucrose) com 

hipertensão renovascular (dois rins, um clipe; 2K1C) em machos da linhagem Wistar 

(LIVERO; GASPAROTTO JUNIOR, 2019; SASAKI et al., 1994; UMAR et al., 2010). Esse 

procedimento induziu significativo espessamento da camada íntima dos vasos, com 

proliferação de CML e acentuada formação de placas ateroscleróticas (SASAKI et al., 1994).  

Vale ressaltar que a maioria dos modelos não genéticos de aterosclerose em ratos foram 

desenvolvidos em animais machos, dado a interferência hormonal que as fêmeas apresentam, 

tornando-as um alvo menos explorado como modelo experimental, principalmente para 

doenças cardiovasculares. Os poucos modelos apresentados utilizando fêmeas foram realizados 

com animais ovariectomizados, que possibilitam mimetizar os efeitos cardiprotetores dos 

hormônios. Adam e colaboradores associaram uma dieta rica em lipídeos e ovariectomia para 

induzir aterosclerose em ratas. O modelo permitiu aumentar os níveis de lipídeos e a formação 

discreta de placas ateroscleróticas (ADAM et al., 2008). 

Por fim, como já discutido acima, o modelo que por muito tempo tem sido utilizado 

como padrão ouro para estudos com aterosclerose são com os lagomorfos. Os coelhos, que 

apresentam níveis séricos de HDL e LDL semelhantes aos humanos, são um excelente modelo 

para indução de aterosclerose de forma natural, já que estes ao contrário dos camundongos e 

ratos, apresentam como lipoproteína predominante o VLDL e o LDL (EMINI VESELI et al., 

2017; FAN; WATANABE, 2000). No entanto, apesar das vantagens em relação a outros 

modelos, os coelhos apresentam limitações que podem influenciar os estudos, sendo estes 

fatores ambientais, econômicos e fisiopatológicos, incluindo o custo de manutenção e a pouca 

tolerância hepática a dieta hiperlipídica (EMINI VESELI et al., 2017; FUSTER et al., 2012). 

 

2.5.1.2 Modelos animais com modificações genéticas 

Os roedores foram os primeiros mamíferos junto com os humanos a terem seu genoma 

completo sequenciado. Dado ao seu ciclo reprodutível curto e padrão genético, são os principais 

alvos de manipulação genética para obtenção de modelos experimentais. Os camundongos são 

as espécie em que concentra a maioria dos exemplares geneticamente modificados 

(transgênicos, knockout e knockin), no entanto, também é possível encontrar exemplares de 

ratos e coelhos GM para modelos de aterosclerose (EMINI VESELI et al., 2017; LIVERO; 

GASPAROTTO JUNIOR, 2019). 
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Dentre os tipos de camundongos GM, três se destacam e são utilizados com mais 

frequência, sendo: 1) knockout para Apolipoproteína E (ApoE-/-); knockout para o receptor de 

LDL (LDLr -/-); 3) ambos os modelos associados (ApoE/LDLr -/-), apresentando vantagens e 

desvantagens (Figura 2) (EMINI VESELI et al., 2017).  

A ApoE é uma glicoproteína que está presente em todas as lipoproteínas com exceção 

da LDL. Ela atua como ligante para os receptores de lipoproteínas na superfície celular, que irá 

eliminar os quilomícrons e remanescentes de VLDL (CURTISS; BOISVERT, 2000). Atua 

também como um regulador da homeostase de colesterol, distribuição local de colesterol nos 

tecidos, imunoregulação, absorção dietética e excreção biliar de colesterol (SEHAYEK et al., 

2000). O primeiro modelo de camundongo ApoE-/- foi desenvolvido em 1992, quase que 

simultaneamente por dois laboratórios, utilizando técnicas de recombinação homologa em 

células tronco embrionárias (PIEDRAHITA et al., 1992; PLUMP et al., 1992). Embora esses 

animais GM apresentem características físicas semelhantes aos tipo selvagens, o perfil lipídico 

se diferencia de forma abrupta, onde nos animais knockout a habilidade da ApoE de “limpar” 

o colesterol é quase que completamente inibida, resultando em níveis de colesterol total de 

aproximadamente 400-600 mg/dl quando alimentados com dieta normal (DN), enquanto que 

os níveis normais de linhagens selvagens variam de 75 a 110 mg/dl (EMINI VESELI et al., 

2017; PLUMP; BRESLOW, 1995). Em ensaios onde linhagens selvagens e ApoE -/- foram 

alimentadas com dieta de cafeteria (DC) por 2 a 3 semanas, os níveis de colesterol total 

dobraram nos primeiros, enquanto que nos animais knockout essa quantidade quadriplicou  

(PLUMP et al., 1992). 

Os receptores de LDL são responsáveis pela endocitose dessas moléculas, mantendo 

então os níveis adequados no plasma. Deficiência na expressão desses receptores, juntamente 

com mutações no gene que o codifica, são geralmente descritos em quadros de 

hipercolesterolemia familiar (DEFESCHE, 2004; EMINI VESELI et al., 2017). Os animais 

com modificação genética no gene que codifica esses receptores foram desenvolvidos em 1993 

por Ishibashi e colaboradores. Os animais denominados como LDLr -/- tiveram o gene 

silenciado para que pudesse parar de expressar os receptores de LDL (ISHIBASHI et al., 1993). 

Comparando com as linhagens selvagens, os LDLr -/- não apresentam aumento significativo 

nos níveis plasmáticos de colesterol, e podem não desenvolver ou desenvolver apenas um suave 

quadro de aterosclerose quando alimentados com dieta normal. Além disso, possuem uma 

diferença peculiar em relação aos animais ApoE -/-. Nos camundongos ApoE -/- se acumulam 

as maiores partículas de lipoproteínas, como as remanescentes de quilomícrons, VLDL e IDL. 
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Por outro lado,  nos animais LDLr -/- as partículas que se acumulam primeiro são as de LDL 

(ISHIBASHI et al., 1994; PLUMP et al., 1992).   

Embora o mecanismo indutor seja diferente para ambos os tipos de camundongos 

knockout, o tipo de placa formado é basicamente o mesmo. Ou seja, uma dieta de cafeteria 

associado a ambos os modelos resultaria em lesões maiores e mais avançadas, com núcleo 

necrótico, contendo restos celulares e cristais de colesterol, e capa fibrosa rica em colágeno 

(EMINI VESELI et al., 2017; HARTVIGSEN et al., 2007; KNOWLES; MAEDA, 2000). No 

entanto, os animais LDLr -/- apresentam três vantagens cruciais em comparação com o modelo 

ApoE -/-, sendo a primeira o colesterol plasmático, que por ser mais carregado de LDL se 

assemelha mais ao perfil lipídico humano. A segunda vantagem é o fato de que, como nesse 

modelo a ApoE está presente, não há interferência nos processos inflamatórios, que são de 

extrema importância no desenvolvimento das placas ateroscleróticas. A terceira e última 

vantagem é devido a semelhança fisiopatológica que esse modelo tem com pacientes humanos 

portadores de hipercolesterolemia familiar, caracterizado pela diminuição ou ausência de 

receptores de LDL (GETZ; REARDON, 2012; LEE et al., 2017). 

O último dos três modelos geneticamente modificados mais utilizados, o camundongo 

duplo knockout ApoE/LDLr -/-, surgiu após a ascenção dos outros dois modelos já descritos. 

De fato, esse modelo desenvolve uma hiperlipidemia e aterosclerose muito mais severa que os 

outros dois modelos isolados. É considerado um modelo espontâneo para o desenvolvimento 

de aterosclerose, onde apenas com alimentação normal os animais já demostram capacidade de 

desenvolver a doença em níveis avançados (BONTHU et al., 1997; EMINI VESELI et al., 2017; 

JAWIEŃ; NASTAŁEK; KORBUT, 2004). 

Os ratos, ao contrário dos camundongos, não apresentam muitos exemplares 

geneticamente modificados, isso porque a manipulação de células tronco embrionárias, onde se 

faz as modificações genéticas, não se mostrou tão simples quanto nos camundongos 

(RUSSELL, 2003). Dessa forma, poucos ratos knockout ou transgênicos tem se mostrado 

promissores para o estudo de doenças, principalmente a aterosclerose, onde há vários modelos 

em camundongos. No entanto eles não são inexistentes, e um exemplo deles, é um modelo 

utilizando ratos DS, onde foi adicionado um transgene humano hCETP que codifica a expressão 

da proteína CETP. Dessa forma o rato passa a expressar a CETP, que antes era ausente, 

facilitando então a absorção de colesterol e aumentando a quantidade de LDL circulante no 

plasma (HERRERA et al., 1999; XIANGDONG et al., 2011). 

Por fim, embora os lagomorfos tenham sido utilizados e ainda são até hoje o padrão 

ouro para o desenvolvimento de aterosclerose em animais, é possível encontrar alguns modelos 
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que tiveram seu genoma alterado para facilitar a indução da doença. Niimi e colaboradores no 

ano de 2016 desenvolveram um modelo de coelho knockout para ApoE (ApoE-/-), utilizando 

tecnologias recentes de edição genica, como o RNA guia CRISPR associado a proteína caspase 

9 (Cas9) (NIIMI et al., 2016). Este modelo torna-se um excelente substituto ao camundongo 

ApoE, pois o coelho em si já possui o perfil lipídico semelhante ao humano. Além disso, com 

o gene ApoE não codificando, o modelo é capaz de desenvolver hiperlipidemia mesmo com 

dieta normal, chegando a níveis de colesterol plasmático por volta de 200 mg/dl. No entanto, 

quando alimentados com dieta hiperlipidica os níveis podem chegar a 1000 mg/dl ou mais, 

valor exorbitante quando comparado com linhagens selvagens de coelhos, onde os níveis de 

colesterol total no plasma não passam de 170 mg/dl. A formação das placas é bem mais 

agressiva, e ocorre de forma mais rápida que o convencional quando utilizada uma dieta 

hiperlipidêmica, fazendo desse modelo uma ótima alternativa para se estudar a fisiopatologia 

da doença e testar possíveis tratamentos (BROUSSEAU; HOEG, 1999; EMINI VESELI et al., 

2017; NIIMI et al., 2016). 
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Figura 2. Modelos de camundongos geneticamente modificados mais utilizados em pesquisa 

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

 

 

2.5.2 Modelos animais utilizando fêmeas 

Um estudo conduzido na década de 90 indicou uma discrepância significativa entre a 

utilização de machos e fêmeas para estudos na área biomédica, onde os primeiros são utilizados 

de forma desproporcional. Já é consolidado que a forma como as doenças se manifestam e a 

resposta aos tratamentos apresentam sensíveis diferenças entre machos e fêmeas (CLAYTON, 

2018; ZUCKER; BEERY, 2010).  

Um estudo conduzido por Berry e Zuker (2011) demonstrou que em 6 importantes 

campos da área biomédica (biologia, imunologia, neurociências, fisiologia, farmacologia e 

endocrinologia) os animais mais utilizados são machos, chegando a 80% do total (BEERY; 

ZUCKER, 2011). Um estudo realizado no ano de 2009 comparou a utilização de fêmeas como 

modelo experimental para doenças específicas, e a prevalência dessas doenças em mulheres do 

Modelo Perfil Lipídico 
Distribuição de placa e características 

(20 semanas de DC) 
Vantagens e limitações 

Deleção do gene de 

receptor de LDL 

Deleção do gene ApoE 

Deleção do gene ApoE 

e receptor de LDL 

Colesterol plasmático: 

400-600 mg/dl em DN 

>1000 mg/dl em DC 

 

Colesterol plasmático: 

200-300 mg/dl em DN 

>1000 mg/dl em DC 

Placa fibrosa: 

Célula muscular lisa 

Matriz extracelular 

Células inflamatórias 

Nucleo necrótico 

 

Placa fibrosa: 

Célula muscular lisa 

Matriz extracelular 

Células inflamatórias 

Nucleo necrótico 

 

Placa fibrosa: 

Célula muscular lisa 

Matriz extracelular 

Células inflamatórias 

Nucleo necrótico 

 

Colesterol plasmático: 

400-600  mg/dl em DN 

>1000 mg/dl em DC 

Desenvolvimento de aterosclerose em DN 

Perfil lipídico diferente de humano 

ApoE atua na inflamação – Influencia 

no desenvolvimento da placa 

Sem ruptura espontânea de 

placas, trombose ou complicações 

Perfil lipídico semelhante de humano 

ApoE funcional – Sem impacto na 

inflamação 

Desenvolvimento de aterosclerose em DN 

Sem ruptura espontânea de 

placas, trombose ou complicações 

Sem ruptura espontânea de 

placas, trombose ou complicações 

Lesões complexas requerem DC 
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mundo inteiro. Os resultados obtidos foram alarmantes, demonstrando que para doenças que 

são predominantes em mulheres, incluindo a ansiedade e depressão, menos de 45% dos estudos 

foram conduzidos com animais fêmeas. Em patologias como o AVE e alterações da função 

tireoidiana, que chega a ser até 7 vezes mais comuns em mulheres, a utilização de fêmeas foi 

de apenas 38%. Além disso, os dados mostraram que os machos são utilizados quase que 

exclusivamente para protocolos experimentais que envolvem comportamento (ZUCKER; 

BEERY, 2010). 

A preferência por machos como modelo experimental pode ser atribuída a interferência 

hormonal que as fêmeas apresentam em seu ciclo reprodutivo. Assim, justifica-se que o efeito 

hormonal dificulta as avaliações, causando uma grande variabilidade nos dados (CLAYTON, 

2018; ZUCKER; BEERY, 2010). A interferência hormonal é destacada quando se trata de 

DCVs, dado ao potencial efeito antioxidante/cardioprotetor do estradiol, presente em grande 

quantidade no período reprodutivo das mulheres (MANSON et al., 2002). Pelo fato dessas 

doenças atingirem com mais frequência mulheres no período da menopausa, quando associada 

a idade, ou mulheres ainda dentro do período reprodutivos que utilizam anticonreceocional, 

algumas alternativas têm sido utilizadas por pesquisadores para simular essa condição de baixa 

produção de estrogênio. Uma dessas alternativas é a ovariectomia, que tem sido adotada por 

vários pesquisadores para induzir DCVs, como a HAS e disfunção endotelial (SCHAEDLER 

et al., 2018; WANG et al., 2014). 

Dentre as DCVs que acometem as mulheres, a aterosclerose é a condição clínica onde 

mais se utiliza machos como modelo experimental. De fato, os estudos utilizando fêmeas como 

modelo são escassos. Isso deve-se não apenas a uma interferência hormonal cardioprotetora por 

parte das fêmeas, mas também ao metabolismo acelerado dos roedores, o que dificulta a indução 

dessa doença (HU et al., 2016a; JIANG et al., 2017a; LI; CHEN; SHEN, 2011).  Assim, o 

desenvolvimento de um modelo para o estudo da aterosclerose em ratas mostra-se de grande 

valia, pois um protocolo de baixo custo e sexo-direcionado permitirá entender a fisiopatologia 

da doença aterosclerótica em mulheres e desenvolver tratamentos específicos para essa 

população. 
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3 OBJETIVOS 

GERAL 

Desenvolver um modelo preditivo para a indução da aterosclerose e comprometimento 

hepato-renal em ratas Wistar.  

 

ESPECÍFICOS 

Padronizar a dieta aterogênica;  

Induzir a hipertensão arterial sistêmica em ratas utilizando modelo de inibição de oxido 

nítrico (NO) sintase por L-NAME (inibidor não seletivo); 

Acompanhar a evolução da doença aterosclerótica; 

Avaliar o impacto dos fatores utilizados no desenvolvimento da doença; 

Avaliar diferentes parâmetros bioquímicos presentes no modelo experimental em 

questão; 

 Avaliar diferentes parâmetros histológicos presentes no modelo experimental em 

questão; 

 Avaliar diferentes parâmetros moleculares presentes no modelo experimental em 

questão. 
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6 CONCLUSÃO 

O presente estudo identificou uma alternativa viável para induzir aterogênese e 

comprometimento hepato-renal em ratos fêmeas. A dieta aterogênica padronizada e adaptada, 

se mostrou eficiente na indução de dislipidemia e formação de placas ateroscleróticas, quando 

associadas com outros fatores. Embora a ausência de estradiol e a inibição da síntese de NO 

não afetem diretamente as alterações hepáticas ou a formação da placa aterosclerótica, a função 

renal parece ser altamente dependente dos níveis de NO. A presença de estradiol nesse estudo, 

ao contrário de muitos estudos, não demonstrou sua eficácia cardioprotetora, mas sim uma 

atividade coadjuvante intencificando o quadro de dislipidemia e aumentando as chances de 

formação de aterosclerose. 

Apesar da eficácia do modelo, existe a possibilidade de aprimoramento, alterando as 

formas de indução de hipertensão como co-fator para indução de aterosclerose. Novos estudos, 

utilizando tratamentos, necessitam ser realizados para testar e eficácia do modelo.   
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7 ANEXO 

7.1 Aprovação do Comite de Ética do Uso de Animais em pesquisa (CEUA) 
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