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RESUMO

Introducdo: Varios autores descrevem diferentes modelos de aterosclerose experimental,
muitos deles, sem descri¢des claras dos métodos e na maioria das vezes utilizando colesterol
puro misturado a racdo, o que torna o experimento mais caro e complexo. Objetivo: objetivando
a padronizacdo de um modelo de dieta experimental simples, facilmente reprodutivel e de baixo
custo, testamos trés diferentes modelos de dieta experimental para verificar qual destas é mais
eficaz. Material e método: Foram utilizados 42 coelhos de raca Nova Zelandia adultos machos,
criados em gaiolas individuais apropriadas. Os coelhos foram randomizados, pesados e
divididos em 6 grupos com 7 animais, sendo um controle e os demais fazendo uso de dietas
hipercolesterolémicas diferentes. A coleta do sangue foi realizada ap6s jejum de 12 horas, em
todos os coelhos, para verificacdo de suas taxas de colesterol total, HDL-c e LDL-c e
triglicerideos. Ap6s os dias de experimento os animais foram eutanasiados e fragmentos
vasculares foram removidos para analise histologica. Resultado: O grupo G1 manteve,
préximos, as taxas do perfil lipidicos desde suas primeiras andlises; os grupos G2 e G3
aumentaram de forma significante os niveis de colesterol total, grupos G4 nédo obteve dados
significantes, G5 e G6 ndo se adaptaram as dietas. Ao exame microscopico observou-se células
espumosas no arco aortico, carétida e femoral. O espessamento na aorta no G3 foi superior ao
grupo G2. Conclusdo: A administracdo de 20 ml de gema crua de ovo de galinha é funcional,
mais barata e mais eficaz para modelos experimentais que envolvam estudos do perfil lipidico
e producdo de aterosclerose experimental.
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ABSTRACT

Introduction: Several authors describe different models of experimental atherosclerosis, many
of them without clear descriptions of the methods and in most cases using pure cholesterol
mixed with feed, which makes the experiment more expensive and complex. Objective: aiming
to standardize a simple, easily reproducible and low-cost experimental diet model, we tested
three different experimental diet models to verify which one is more effective. Material and
method: 42 adult male New Zealand rabbits, reared in appropriate individual cages, were used.
The rabbits were randomized, weighed and divided into 6 groups with 7 animals, one being a
control and the others using different hypercholesterolemic diets. Blood collection was
performed after a 12-hour fast, in all rabbits, to check their total cholesterol, HDL-c and LDL-
¢ and triglycerides. After the experiment days, the animals were euthanized and vascular
fragments were removed for histological analysis. Result: The G1 group kept the lipid profile
rates close since their first analyses; G2 and G3 groups significantly increased total cholesterol
levels, G4 groups did not obtain significant data, G5 and G6 did not adapt to the diets.
Microscopic examination showed foam cells in the aortic, carotid and femoral arches.
Thickening of the aorta in G3 was higher than in G2. Conclusion: The administration of 20 ml
of raw chicken egg yolk is functional, cheaper and more effective for experimental models
involving studies of the lipid profile and production of experimental atherosclerosis.

Keywords: atherosclerosis, cholesterol, yolk, lard.

1 INTRODUCAO

A aterosclerose afeta mais pessoas no mundo e é uma das causas de morte mais
frequentes no hemisfério ocidental. As doencas do aparelho cardiocirculatério, entre outras
sdo atualmente consideradas como epidemia, constituindo um grave impasse de saude
publica, em paises ricos ou de média e baixa renda (SOUZA et al., 2021)

A dieta gordurosa promove o aumento de colesterol no sangue, que é um fator
determinante as varias doencas (FUSTER, 1999 e LUZ et al.,, 2003). Individuos que
desenvolvem doengas cardiovasculares possuem algum tipo de dislipidemia, que é fator de risco
para desenvolvimento de aterosclerose e consequentemente o Infarto do miocéardio (OLIVEIRA
etal., 2021).

Aterosclerose € um processo crénico, progressivo e sistémico que tem como mecanismo
uma resposta inflamatoria e fibroproliferativa no endotélio arterial. Neste fendmeno patologico
€ comum encontrar vasos comprometidos da aorta, carotidas, renais, iliacas e femorais. Entre
0s principais fatores de risco para leséo arterial encontra-se a hipercolesterolemia, hipertensao
arterial, diabetes, tabagismo, obesidade, envelhecimento e fatores genéticos (LUZ et al, 2003).
A aterosclerose estd intimamente ligada a disfuncdo endotelial, caracterizada pela
diminuig&o da biodisponibilidade de 6xido nitrico (CASTRO, ROCHA, 2022).
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Experimentalmente com uma dieta hipercolesterolémica, a aterogénese é percebida em
uma semana. A atividade inflamatoria torna-se evidente, com aumento das moléculas de adeséo
e migracdo celular, gerando a diferenciagdo de mondcitos em macrofagos que se tornam
captadores para LDL-c oxidado, que determina na formacéo das células espumosas, uma etapa
inicial da aterogénese. Essas lesdes tém sido encontradas em artérias de pessoas de todas as
faixas etérias, inclusive em lactentes e geralmente ndo causam sintomas clinicos. A placa
fibrosa, por sua vez, é composta por células musculares lisas, fibras de colageno, componentes
plasmaticos e lipidios e de coloragéo esbranquicada a amarelada e projeta-se em variados graus
para dentro da luz arterial, podendo até obstrui-la. Essas placas sdo encontradas
predominantemente nas artérias aorta abdominal, coronarias, popliteas e car6tida interna. A
lesdo é uma aparente separagdo das células endoteliais e retracdo do endotélio sobre a estria
gordurosa, expondo a subintima ao sangue, especialmente nas bifurcacdes e regides de maior
turbilhonamento sanguineo (DUQUE, 1998; LUZ et al., 1999; BRUNNER et al., 2000).

Nas fases iniciais do ateroma tem-se verificado um alargamento da artéria como para
compensar a progressiva reducdo da luz arterial. Quando o grau da estenose no vaso ultrapassa
30-40%, para de ocorrer o alargamento compensatorio e o estreitamento do Iimen torna-se
evidente. Este fendmeno nem sempre acontece, ou s6 acontece em segmentos da artéria. Numa
artéria normal, os pequenos vasos nutridores da parede se distribuem pela camada adventicia e
penetram externamente na camada média (PASTERKAMP, 1995).

Para realizacdo de experimentos que envolva a formacdo da aterosclerose, os coelhos
sdo os melhores modelos, devido a excrecdo lenta do colesterol exdgeno e desenvolvimento da
doenca de forma rapida, ocasionando lesdes em regides da aorta proximal, mais do que na distal.
A aorta em coelhos pode apresentar superficie afetada com formacéo de células espumosas na
regido subendotelial, sem ulceracdo, necrose, fibrose ou trombose (STEHBENS, 1986).

N&o foi encontrada literatura comparando o efeito das diferentes dietas no que diz
respeito a hipercolesterolemia, nem sobre as alterac6es morfolégicas produzidas na luz do vaso,
em animais submetidos as mesmas condi¢fes de laboratérios e nem a determinacdo da
vantagem de uma dieta sobre outra, do ponto de vista operacional. VVarios autores descrevem
diferentes modelos de aterosclerose experimental, muitos deles, sem descri¢Ges claras dos
métodos e na maioria das vezes utilizando colesterol puro misturado a ragdo, o que torna o
experimento mais caro e complexo.

Desta forma, objetivando a padronizagdo de um modelo de dieta experimental simples,
facilmente reprodutivel e de baixo custo, testamos trés diferentes modelos de dieta experimental

para verificar qual destas € mais eficaz, com a hipétese que € possivel a administracdo de dieta
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mais simples e de menor custo em relagéo as mais utilizadas pelos pesquisadores para a indugéo
de aterosclerose em coelhos.

A determinacdo da vantagem de uma dieta sobre outra, contribuird para a construgédo de
um modelo experimental para inducdo de aterosclerose, em coelhos, que possa servir como
referéncia para o desenvolvimento de outras pesquisas, que visem a prevencao, o tratamento ou

a reducdo da aterosclerose

2 MATERIAL E METODO

Foram utilizados 42 coelhos de raca Nova Zelandia adultos machos, criados em gaiolas
individuais apropriadas, sendo identificados adultos pesando entre 2000 e 3000 g. Estes animais
ficaram em uma cunicultura, onde foram acompanhados por médicos veterinarios na pesquisa
durante 100 dias.

Os coelhos foram randomizados e pesados com uma balanca digital de precisdo marcam

Marte, modelo AS 5000 C e recebeu um nimero na face interna da orelha (Fig.1).

Figura 1. Namero localizado na face interna auricular do coelho 38 (grupo G5 — Colesterol).

Fonte: Autores

Os animais experimentais foram divididos em 6 grupos com 7 coelhos. Os grupos foram
assim distribuidos, em grupo 1 (G1), grupo de controle, que recebeu apenas a ra¢do Socil® em
200 g diaria; grupo 2 (G2) com dieta acrescida com 1 g de colesterol Imtrextraco ®; grupo 3
(G3) dia com dieta 20 ml de gema Carnauba® ao dia; grupo 4 (G4) com dieta complementar
20 ml de banha de porco Sadia® ao grupo 5 (G5) com dieta complementar 40 ml de gema ao
dia e o grupo 6 (G6) que recebeu dieta complementar com 40 ml de banha ao dia. Com exce¢éo
do grupo colesterol, onde foi administrada 1 g diaria em uma s6 tomada, para todos 0s demais
grupos receberam o complemento alimentar dividido em duas tomadas diarias via sondagem
oral (Sonda de Nelaton n° 18), com intervalo de 4 horas a 5 horas. A ragédo foi pesada e
oferecida pela manhd e deixada a disposi¢do do animal. Ao trocar a dieta no dia seguinte, foi

pesada uma eventual sobra do dia anterior para céalculo da dieta efetivamente consumida.
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O preparo da dieta foi didrio para se evitar contaminagdo dos animais ou do proprio
alimento. Antes da sondagem oral, a banha foi aquecida no forno de microondas para
liquefacdo. Os valores de referéncia seguiram a tabela de composi¢do na Industria Sadia® e na
Unifesp correspondendo as taxas de colesterol em 7 mg em porcao de 10 ml do produto. A
gema foi ofertada crua aos coelhos, a opgdo por se administrar & gema na forma liquida, foi
para facilitar a maior absorcéo possivel de colesterol que € melhor do que a administragdo na
forma solida. Cada gema tem como referéncia 225 mg de colesterol.

Para a ingestdo da gema, os ovos foram limpos, lavados com hipoclorito de sddio e
deixados de molho por 5 minutos e abertos no momento da sondagem, evitando assim
deterioracdo e contaminagdo da dieta. O colesterol em pé foi administrado através de uma
seringa de 5 ml especialmente preparada para injecdo do p6 (cortada sua extremidade para
introducdo do pd), sem nenhum meio solvente, assim havia a certeza que o animal ingeriu
exatamente 1 g de colesterol. Nesta administracdo a seringa foi introduzida até o istmo das
fauces (orofaringe) para ocorrer o reflexo de degluticdo. O colesterol em p6 ndo foi perdido
durante administragdo, pois a prépria saliva do animal tornou o colesterol em pé homogéneo.
O animal foi mantido em posicédo inclinada por tempo de 3 minutos para evitarmos qualquer
perda da ingesta.

Foi realizada andlise bioquimica do sangue ap6s um jejum entre 12-14 horas, em todos
os coelhos, para verificacdo de suas taxas de colesterol total e fragcbes, bem como de
triglicérides. Procedimento realizado 4 vezes (dias 0, 30, 60 e 100). O sangue foi coletado na
artéria auricular central (Fig. 2), com seringa de 5 ml e condicionado em tubetes de 6 ml, sem
anticoagulante, apropriado para analise. Ao fim da coleta amostras eram encaminhadas a clinica
de hemoanalise onde foram centrifugadas e seguiu o procedimento operacional padréo.

Figura 2. Artéria auricular central.

Fonte: Autores
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Todos os dados colhidos foram anotados em protocolos especificos e individuais para
cada animal, a quantidade de rag&o consumida e peso do animal.

Ap0s o periodo de 100 dias de tratamento dietético os coelhos foram previamente
anestesiados com cloridrato de cetamina (Ketamina®) 9 mg intra-muscular, associado ao
cloridrato de Xilazina (Rompun®) na dose de 30 mg intra-muscular e a eutanasia com excesso
dos mesmos.

Foram retirados fragmento da artéria carétida comum direita préxima da sua bifurcacéo,
do arco aortico para descendente e a artéria femoral direita em nivel de sua emergéncia da aorta
abdominal e imerso em solucdo (formol 10%). Os vasos retirados foram submetidos a rotina
histologica para microscopia de luz e corados com Tricrdbmico de Masson. A espessura do
endotélio foi mensurada com uma lamina histol6gica micrométrica.

Os resultados foram analisados com o software GraphPad Prism (versdo 5.0). Os dados
desta analise foram expressos em média e desvio padrdo. Para comparagfes entre 0S grupos
tratados com a dieta complementar foi usado 0 ANOVA one-way e uso do teste de Tukey com
p<0,05. Os resultados significantes (*) e n&o significante (ns).

3 RESULTADOS
3.1 COLESTEROL TOTAL POR GRUPOS

O grupo G1, nédo se observou alteragdes significantes, o grupo G2 (1 g de colesterol)
apresentou no dia 30 o valor de colesterol em 243,3 mg/dL (aumento de 131,3%). O valor de
colesterol total médio foi crescente durante o experimento, apresentado no dia 100 valor de
1005,2 mg/dL (aumentado 855,5%). No G3 (20 ml de gema) houve o maior aumento da taxa
média de colesterol e que foram bastante expressivas. Estas aumentaram de 52,2 mg/dL para
1466,6 mg/dL no dia 30 (aumento de 2708,4%) e se mantiveram com taxas proximas no dia
100, passando de 52,2 mg/dL para 1820,6 mg/dL (aumento de 3387,7%). O grupo G4 (20 ml
de banha) no dia 30 passou para 215,3 mg/dL (aumento de 211,6%), chegando no dia 100 para
183,4 mg/dL (aumento de 163,9%). Grupo G5 (40 ml de gema) no 30° dia passou para 653,8
mg/dL (aumento de 793,2%) e G6 (40 ml de banha) passou para 145,2 mg/dL (aumento de
121%) do dia zero para o dia 30. Estes dois ultimos grupos foram encerrado no 30° dia por ndo

se adaptarem a dieta (Tabela 1).
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Tabela 1. Média, desvio padrao e porcentagem da colesterolemia total conforme o dia e grupo experimental.
(G1) controle, (G2) 1 g de colesterol, (G3) 20 ml de gema, (G4) 20 ml de banha, (G5) 40 ml de gema, (G6) 40
ml de banha.

GRUPO G (% G (% 6 (% 6 [ & [ G %

DIAD  52,5+113 105,2¢13,6 52,2¢28,6 69,5+31,1 13,2433.2 65,7216
DIAJD  624+19,1 188 2433+47,6 131,3 1466,6:991,3 27084 215,3+120,9 2098 653,8:249,9 793,2 145,2428,3 1
DIAGD  62,2+26,7 18,6 0814+148,3 547,71 1819,6+1108,8 3366,2 144,7+35,7 106,

DIA100 61,2+23,8 16,6 1005,2+447,9 855,5 1820,6+1004,1 3367,7 183,4+478 1639

* P<0,05.G2vs Gl e G3vs G1.

3.2 COLESTEROL LDL

Valores do LDL-c (mg/dL) plasmético ndo revelaram diferencas reais e significantes
entre 0s grupos experimentais (Tabela 2). O grupo G2 obteve nivel de LDL-c de 1781,1% no
dia 100, em referéncia a primeira analise sanguinea. Mesmo com estes valores elevados, este,
ndo obteve dados tdo expressivos como no grupo G3 (20 ml diarias de gema), que apresentou
taxa de 14,2 mg/dL (dia 0) para 1742,1 mg/dL no final do experimento (aumento de
12.168,3%).

Tabela 2 . Média, porcentagem e desvio padrdo do colesterol LDL (mg/dL) plasmatico conforme o dia e o grupo
experimental. (G1) controle, (G2) 1 g de colesterol, (G3) 20 ml de gema, (G4) 20 ml de banha, (G5) 40 ml de
gema, (G6) 40 ml de banha.

GRUPO G (%) G2 (%) G3 ) G4 (%) G5 %) G6 (%

DIAD 54421 50,4+28,8 14,2436 21,523 28,4136 2,111
DIA3D 14,2:3,6 163 1904+125 2778 140,219,7 8873 114,2:38 3153 26,2+2,87,7- 48,2:3,6 2195
DIAGD 183:42 2389 631202752 11524 1734,243262 121126 26,2426 4,1-

DIA10018,1+4,8 2352 948,1+156,6 17811 1742,1+236,4 121683 76,3:24 1774

Dados expressos NS para 0s grupos experimentais, p > 0,05.

3.3 COLESTEROL HDL

As fragdes de colesterol HDL-c demonstram com 95% de confianga, que existiram
diferencas significantes entre os grupos, com valor de p < 0, 018. O grupo em que foi
administrado 20 ml de gema (G3), obteve destaque com aumento do HDL-c de 91,5% em
relagdo ao dia 0. O resultado deste grupo foi significante em relagcdo ao grupo G1 ( que teve
decréscimo 18,1%) e G4 (onde ocorreu aumento de 50,9%). Os grupos G5 e G6 tiveram
decréscimo de 8% e 46,8% respectivamente, resultados estes que ndo se revelaram significantes
(Tab. 3).
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Tabela 3. Média, porcentagem e desvio padrédo do colesterol HDL plasmatico (mg/dL) conforme o dia e o grupo
experimental. (G1) controle, (G2) 1 g de colesterol, (G3) 20 ml de gema, (G4) 20 ml de banha, (G5) 40 ml de
gema, (G6) 40 ml de banha.

GRUPO GI (%) G2 (%) G3 (%) G4 (%) G5 (%) G6 (%)

DIAD 33,244 40,5+20,2 25,8+1,5 22,420 27463  42,3:2216
DIA 30 33,5#5,3 0,9 36,1+14,3 10,8- 41,2213 597 44,2410 973 25,2+1,5 3. 22,5+14,5 45 8.
DIA G0 29,7+6,1 10,5- 34,5¢13,5 14,8 544293 1108 39217 75
DIA 100 27,2+8,3 18,1- 43,5136 74 494463 915 33,8+133 509
p<0,05.G3*vs G1 e G3vs G4. (NS) comparado outros grupos.

3.4 DOSAGENS DE TRIGLICERIDEOS

A taxa de triglicerideo no grupo controle obteve aumento de 7%, o grupo G2 (1 g de
colesterol) apresentou reducdo de 7,4%. O grupo G3 (gema 20 ml) aumentou 136,5%. J& o
grupo o G4 (banha 20 ml), que obteve um aumento 278% (quase o dobro do grupo anterior).
Grupo G5 (40 ml gema) aumentou 609,5% em relacdo a sua primeira analise, sendo significante
através do teste de Tukey comparando-o com outros grupos, tendo o valor de p<0,04 (Tab. 4).
O grupo G6 (banha 40 ml), em sua segunda anélise (dia 30) obteve aumento de 283,5% de
triglicerideo (Tabela 4).

Tabela 4. Média, porcentagem e desvio padréo do triglicerideo plasmético (mg/dL) conforme o dia e o grupo
experimental. (G1) controle, (G2) 1 g de colesterol, (G3) 20 ml de gema, (G4) 20 ml de banha, (G5) 40 ml de
gema, (G6) 40 ml de banha.

GRUPO G1 (%) G2 (% G (% G (%) G % G (%)

DIAD 69,5152 19,8:12,3 63,964 102,2+25,2 106,2+32,2 33,429

DIA3D 733453 55 809+58 6,7 96445 51,8 298,6:14,2 1922 7535+152,5 609,5 128,1:52,2 2835
DIAGD 764:61 99 787:86 38 155,6:21,1 145 407,2:56,2 2984

DIA100 744436 7 70,2476 74- 150,2¢18,2 136,5 386,3+32,2 278

p <0,05. Relag&o entre os grupos G3* vs G1, G5* vs G1.

3.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA

No grupo G1 (controle) ndo existiram alteracdes histologicas, no G2 (colesterol 1g)
evidenciou-se formagfes de células espumosas em todos os animais (100%) e espessamento
endotelial em 6 animais (71,4%). No G3 (gema 20 ml), de forma bem delineadas a presenca de
células espumosas e espessamento em 6 coelhos (85,7%). Na mensuracdo do espessamento a
aorta e femoral foram significantes comparados com os demais (Fig. 1). No G4 (banha 20 ml)
ndo foram observadas alteracdes do endotélio e no G5 (gema 40 ml) com apenas 30 dias de

dieta, observou-se a formagdo de células espumosas em 2 animais (28,5%) e em 1 animal
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(14,3%) espessamento do endotélio. No grupo G6 (banha 40 ml) ndo foram observadas

alteraces histologicas com o mesmo tempo de tratamento do G1.

Figura 1. A - Auséncia de espessamento da aorta (G1). B - Espessamento de 630 um de endotélio de artéria
femoral (G2). C - Presenga de células espumosas na carotida comum (G2). D- Espessamento 540 um do

endotélio da carétida (G3). Aumento 4X.

NI

Fonte: Autores

4 CONCLUSAO
1- A produgdo de aterosclerose experimental é possivel e viavel utilizando-se colesterol
puro 1%, 20 ml gema de galinha crua ou 20 ml de banha de porco.
2- A administracdo de 20 ml de gema crua de ovo de galinha é funcional, mais barata e
mais eficaz para modelos experimentais que envolvam estudos do perfil lipidico e
producdo de aterosclerose experimental.
3- A pior dieta para estudos de inducdo de aterosclerose experimental é a que utiliza
banha de porco.
4- Coelhos Albinos Nova Zelandia ndo suportam dietas que administrem mais de 20 ml

de gema ou de banha.
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