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ARTIGO ORIGINAL

Desenvolvimento de um Modelo Experimental de
Dislipidemia de Baixo Custo

Development of low Cost Dislipidemia Experimental Model

RESUMO

Obijetivo: Desenvolver um novo método experimental de baixo custo para
inducdo de dislipidemia em ratos. Materiais e Métodos: Foram utilizados
20 ratos, da linhagem Wistar, divididos em dois grupos (n=10). O grupo 1
(controle) recebeu racdo padrio para ratos da marca Purina® (com
concentracdo padrdo de colesterol) e o grupo 2 recebeu a mesma racao
adicionada de 0,5% p/p de colesterol, obtido através da gema de ovo
(grupo experimental), por 50 dias. Resultados: o grupo tratado com ragéo
padrdo da marca Purina® adicionada de 0,5% p/p de colesterol apresentou
aumento significativo dos niveis séricos de colesterol total (118,6+ 4,74 vs.
84,2+5,0 mg/dL, p<0,01 ), LDL-C (54,4t 7,9 vs. 23,6 +7,0 mg/dL,
p<0,01), VLDL-C (45,9£1,2 vs. 29,0+ 5,8 mg/dL, p<0,01) e triglicérides
(229,3£6,0 vs 145,0+ 28,9 mg/dL, p<0,01) e redugdo significativa do
HDL-C (18,3+4,8 vs. 31,745,6 mg/dL, p<0,01), quando comparado ao
grupo controle. Concluséo: A utilizacdo da ragdo padrdo da marca Purina®
adicionada de 0,5% p/p de colesterol mostrou-se eficaz em produzir
alteracOes significativas nos niveis séricos de colesterol total, LDL-
colesterol, VLDL-colesterol, HDL-colesterol e triglicérides, demonstrando
que este modelo experimental de baixo custo constitui uma ferramenta Util
para produzir dislipidemia em ratos.

Palavras-Chave: Dislipidemia, modelo experimental, ratos.

ABSTRACT

Objective: Development of a new experimental low-cost method for
induction of dislipidemia in rats. Materials and Methods: Twenty male
Wistar rats were used, allocated in two groups (n = 10). Group 1 (control)
received a standard diet for rats Purina® mark (with a standard
concentration of cholesterol) and group 2 received the same chow and
0.5% p/p cholesterol obtained through yolk (Group experimental) for 50
days. Results: The group treated with the standard ration Purina® branded
and 0.5% p/p cholesterol showed a significant increase in serum total
cholesterol (118,6+ 4,74 vs. 84,2+5,0 mg/dL, p<0,01 ), LDL-C (54,4+ 7,9
vs. 23,6 £7,0mg/dL, p<0,01), VLDL-C (45,9+1,2 vs. 29,0+ 5,8 mg/dL,
p<0,01) and triglycerides (229,3+6,0 vs 145,0+ 28,9 mg/dL, p<0,01) and
significant reduction of HDL-C (18,3+4,8 vs. 31,7+5,6 mg/dL, p<0,01)
when compared to the control group. Conclusion: The use of standard
ration Purina® branded and added to 0.5% p/p cholesterol was effective in
producing significant changes in serum levels of total cholesterol, LDL-
cholesterol, VLDL-cholesterol, HDL-cholesterol and triglycerides,
demonstrating that this experimental model makes a useful low cost tool to
produce dyslipidemia in rats.

Keywords: Dyslipidemia, experimental model, rats.
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INTRODUCAO

Nos Udltimos anos vem-se observando
na populacdo geral um aumento progressivo na
prevaléncia de dislipidemias, que séo
caracterizadas por baixos niveis de HDL-
colesterol, altos niveis de LDL-colesterol e
niveis de colesterol total igual ou maior que 200
mg/dL."?

As dislipidemias sdo classificadas em
primarias e secundarias. As primarias
correspondem as alteragBes inatas, de carater
familiar ou ndo, dentro das quais se destacam a
hipercolesterolemia  comum, hiperlipidemia
familiar combinada e hipercolesterolemia
familiar. As secundarias se produzem como
consequéncia de diversas enfermidades, como
hipotireoidismo, diabetes mellitus, sindrome
nefrética e insuficiéncia renal.®

A aterosclerose é uma doenca
inflamatdria crénica de origem multifatorial que
ocorre em resposta a agressdo endotelial,
acometendo principalmente a camada intima de
artérias de médio e grande calibres.* A formagéo
da placa aterosclerdtica inicia-se com a agressdo
ao endotélio vascular devida a diversos fatores
de risco, como dislipidemia, hipertenséo arterial
ou tabagismo. Como consequéncia, a disfungéo
endotelial aumenta a permeabilidade da intima
as lipoproteinas plasmaticas, favorecendo a
retencdo das mesmas no espaco subendotelial >’

O depdsito de lipoproteinas na parede
arterial,  processo-chave no inicio da
aterogénese, ocorre de maneira proporcional a
concentragdo dessas lipoproteinas no plasma.
Além do aumento da permeabilidade as
lipoproteinas, outra manifestacdo da disfuncéo
endotelial é o surgimento de moléculas de
adesdo leucocitaria na superficie endotelial,

processo estimulado pela presenca de LDL

oxidada (LDL-0x).2

As moléculas de adesdo sédo
responsaveis pela atracdo de mondcitos e
linfocitos para a intimidade da parede arterial.
Induzidos por proteinas quimiotaticas, 0s
monocitos migram para o espago subendotelial,
onde se diferenciam em macrofagos, que por
sua vez captam as LDL-ox, sem controle da
quantidade recebida. Os macréfagos repletos de
lipidios sdo chamados de células espumosas e
sdo o0 principal componente das estrias
gordurosas, lesbes macroscopicas iniciais da
aterosclerose.” Uma vez ativados, 0s
macréfagos sdo, em grande parte, responsaveis
pela progressdo da placa aterosclerotica
mediante a secrecdo de citocinas, que
amplificam a inflamagdo, e de enzimas
proteoliticas, capazes de degradar colageno e
outros componentes teciduais locais. Outras
células inflamatorias também participam do
processo aterosclerético. Os linfocitos T,
embora menos numerosos que 0s macréfagos no
interior do ateroma, sdo de grande importancia
na aterogénese. Mediante interacdo com o0s
macrofagos, por exemplo, as células T podem se
diferenciar e produzir citocinas que modulam o
processo inflamatério local.'**

Alguns mediadores da inflamacédo
estimulam a migracédo e proliferacdo das células
musculares lisas da camada média arterial.
Estas, a0 migrarem para a intima, passam a
produzir ndo sO citocinas e fatores de
crescimento, mas também matriz extracelular,
que formara parte da capa fibrosa da placa
aterosclerética. A placa  aterosclerética
plenamente desenvolvida é constituida por
elementos celulares, componentes da matriz
extracelular e ndcleo lipidico e necroético,
formado principalmente por debris de células

mortas. As placas estaveis caracterizam-se por
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predominio de colageno, organizado em capa
fibrosa espessa, escassas células inflamatdrias e
nacleo lipidico e necrético de proporcdes
menores. As instaveis apresentam atividade
inflamatoria intensa, especialmente nas suas
bordas laterais, com grande atividade
proteolitica, nacleo lipidico e necrético
proeminente e capa fibrotica ténue. A ruptura
desta capa expGe material lipidico altamente
trombogénico, levando a formacdo de um
trombo sobrejacente. Este processo, também
conhecido por aterotrombose, &€ um dos
principais determinantes das manifestacGes
clinicas da aterosclerose.**

Um evento coronario agudo é a
primeira manifestacdo da doenca aterosclerotica
em pelo menos metade dos individuos que
apresentam essa complicagdo. Desta forma, a
identificacdo dos individuos assintomaticos que
estdo mais predispostos é crucial para a
prevencdo efetiva com a correta defini¢do das
metas terapéuticas individuais. A estimativa do
risco de doenca aterosclertica resulta da
somatéria do risco associado a cada um dos
fatores de risco, mais a potenciacdo causada por
sinergismos entre alguns desses fatores.’’ Diante
da complexidade destas interacdes, a atribuicdo
intuitiva do risco frequentemente resulta em
subestimacdo ou superestimagdo dos casos de
maior ou menor risco, respectivamente. Para
contornar esta dificuldade, diversos algoritmos
tém sido criados com base em analises de
regressdo de estudos populacionais, por meio
dos quais a identificacdo do risco global €
aprimorada substancialmente.*®

A mortalidade por doenca arterial
crbnica € a principal causa de morte no pais e o
colesterol elevado possui evidéncias para ser
considerado o principal fator de risco

modificavel com base em estudos tipo caso-

controle, observacionais, de base genética ou de
tratamento. Torna-se légico, entdo, que
reducbes de colesterol, principalmente nos
niveis de LDL-C, por meio de mudancas no
estilo de vida e/ou farmacos, ao longo da vida,
tenham grande beneficio na reducdo de
desfechos cardiovasculares.'*%

Politicas preventivas, tanto em nivel
populacional quanto individual, vém sendo
desenvolvidas, direcionadas aos fatores de risco
cléssicos, como idade, sexo, antecedentes
pessoais e familiares ndo modificaveis e fatores
modificaveis de maiores riscos, como:
hipercolesterolemia, hipertensao e tabagismo.

Além dos estudos epidemioldgicos e
clinicos, o uso de modelos experimentais de
animais tem contribuido para o entendimento da
fisiopatologia da obesidade. Esses modelos
concentram-se,  sobretudo, em  roedores,
principalmente ratos e camundongos, oriundos
de linhagens selecionadas geneticamente e
tratados com dietas ricas em gordura, porém de
alto custo, excesso de alimentacdo e lesdes no
Sistema Nervoso Central (SNC).*

Desta forma, o presente estudo teve
como objetivo desenvolver, através de uma
metodologia bem padronizada, um novo modelo
experimental de baixo custo, para inducdo de

dislipidemia em ratos.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado na sala de
Experimentacdo animal e nos Laboratérios de
Bioquimica e de Fisiologia da Faculdade de
Medicina de Itajuba (FMIt). E importante
salientar que o presente estudo corresponde a
uma subdivisio do trabalho intitulado
“Influéncia do tratamento crénico por via oral

com extrato seco de Equisetum arvense L. no
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metabolismo lipidico de ratos” aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa 02/2007.

Este estudo obedeceu & Lei Federal
11.794 e as orientacdes do Colégio Brasileiro de
Experimenta¢do Animal. (COBEA).

Foram utilizados 20 ratos machos,
adultos jovens da linhagem Wistar, com peso
variando entre 220 e 300 g e com idade entre 60
e 90 dias, oriundos do biotério da Faculdade de
Medicina de Itajuba. Os animais foram
mantidos em gaiolas plasticas, com no maximo
05 animais do mesmo grupo por gaiola, com
agua e racao “ad libitum" e submetidos a ciclo
claro-escuro de 12 horas. Os animais foram
divididos, aleatoriamente, em 02 grupos de 10
ratos (n=10).

Dos dois grupos experimentais
delineados, apenas um grupo (controle — Grupo
1) recebeu racdo padréo para ratos da marca
Purina® (com concentragdo padrio de
colesterol). O grupo teste (Grupo 2) recebeu
diariamente, por um periodo de 50 dias, ragdo
padréo para ratos da marca Purina® adicionada
de 0,5% p/p de colesterol.

Considerando que a aquisicdo de
colesterol puro é bastante dispendiosa, neste
projeto utilizou-se a gema de ovo como fonte de
colesterol, misturada a racdo padrdo, para se
obter a referida suplementacdo. Portanto, para
se obter a concentracdo de 0,5% p/p de
colesterol foi considerado que uma gema de ovo
contém: 225mg de colesterol, 1,8 g de gorduras
saturadas, 2,16 g de acidos graxos
monoinsaturados e 0,72 g de &cidos
polinsaturados.?

E importante salientar que neste
projeto pretendeu-se produzir um aumento
moderado de colesterol total e de colesterol
LDL no grupo teste. Portanto, foi utilizada a

suplementacdo de colesterol a 0,5% p/p.

Ao término do periodo experimental
(50° dia), os animais foram anestesiados com
Ketamina (50mg/Kg) e Xilazina (25mg/Kg) por
via intramuscular (IM) e submetidos a puncédo
intracardiaca. O sangue colhido foi centrifugado
em centrifuga clinica (Excelsa, Fanen) a 2000
rpm durante 10 minutos e o soro obtido (+/- 1
ml/rato) guardado em tubos fechados em
congelador (-4° C), para posteriores dosagens
laboratoriais.”®

O colesterol total da amostra e a fracéo
HDLc foram dosados utilizando-se o Kit da
marca Labtest (Liquiform-cat.76 e Liquiform-
cat.13, respectivamente).”* As concentracdes
e de HDLc foram

espectrofotometria,

de colesterol total
determinadas por
utilizando-se  espectrofotdmetro da marca
Quimis, modelo Q-108 DRD. O kit Liquiform-
cat.76 utiliza a metodologia enzimatico-Trinder
e o kit Liquiform-cat.13 utiliza a metodologia
Labtest, através de reacdes de precipitacao.

As lipoproteinas de alta densidade
(HDL) foram separadas seletivamente através
da precipitacdo das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) e muito baixa densidade
(VLDL), com o reativo precipitante (Sulfato de
Dextran e Cloreto de Magnésio). Apo6s
centrifugacdo, o sobrenadante (HDL) foi
separado e dosado com reativo de colesterol,
para a determinacdo do colesterol HDL.?

O colesterol contido na lipoproteina de
muito baixa densidade (VLDL-colesterol) foi
calculado através de uma estimativa, pelo
calculo proposto pela equacdo de Friedewald,
onde: Colesterol VLDL = Triglicérides/5.
Através desta equacdo, foi possivel também
calcular o valor de LDL-colesterol, onde:
Colesterol Total = Colesterol HDL + Colesterol
LDL + Colesterol VLDL.*
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Os  triglicérides  foram  dosados
utilizando-se o Kit da marca Labtest
(Liquiform-cat.87). A  concentracdo  dos
triglicérides foi determinada por
espectrofotometria, pelo espectrofotdmetro da
marca Quimis, modelo Q-108 DRD. O kit em
questdo utiliza a metodologia enzimatico-
Trinder.

A eutandsia dos animais foi realizada
com puncdo aspirativa do ventriculo esquerdo,
apos anestesia com Ketamina (50mg/Kg) e
Xilazina (25mg/Kg) por via intraperitoneal. E
importante salientar que a punc¢do aspirativa do
ventriculo esquerdo com retirada de grande
volume de sangue do animal, produz
hipovolemia significativa e morte.

Para a realizagdo dos célculos
estatisticos  foi  utilizado o  Software
STATISTICA instalado nos computadores do
laboratério de informética da Faculdade de
Medicina de Itajubd. Na analise estatistica foi
utilizado o teste t de Student, entre dois grupos

independentes para a comparagdo dos grupos

em cada momento, com o célculo das
estatisticas t e p. Nos casos em que p foi menor
que 0,05 a estatistica foi considerada

significativa.

RESULTADOS

No presente estudo procurou-se
verificar a producdo de hipercolesterolemia em
ratos a partir de uma dieta contendo racdo
padrdo para ratos, adicionada de 0,5% p/p de
colesterol via alimentar ad libitum, sendo a
gema de ovo como fonte de colesterol.

O grupo tratado com racdo padrdo da
marca Purina® adicionada de 0,5% p/p de
colesterol apresentou um aumento significativo
dos niveis séricos de colesterol total, quando
comparado ao grupo controle. (118,591 + 4,744
mg/dL vs 84,184 + 5,011 mg/dL, p < 0,001)
(Figura 1).
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Figura 1 — Comparacdo dos niveis de colesterol total entre os grupos Controle e Ragdo Purina ®
adicionada de 0,5% p/p de colesterol, mostrando um p com significancia estatistica (p< 0,00001).
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A dosagem dos niveis séricos de LDL- ® adicionado 0,5% p/p de colesterol, com p
colesterol  mostrou  diferenca  estatistica <0,00001 (54,426 + 7,952 mg/dL vs 23,622 +

significativa entre os grupos Controle e Purina 7,021 mg/dL) (Figura 2).
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Figura 2 — Comparacdo dos niveis de colesterol LDL entre os grupos Controle e Ra¢do Purina ®
adicionada de 0,5% p/p de colesterol, mostrando diferenca significativa nos niveis séricos de LDL-C, com

um p< 0,00001.

Em relagdo aos niveis séricos de ao grupo Controle, com p < 0,000001 (45,867
VLDL-colesterol observou-se um aumento mg/dL + 1,20 vs. 29,006 mg/dL * 5,796)
significativo da média do grupo Purina ® (Figura 3).
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50
45
40
35
30 -
25
20
15
10
5
0

VLDL (mg/dL)

1 2
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Figura 3 — Comparacdo dos niveis de colesterol VLDL entre 0s grupos Controle e Ragdo Purina®
adicionada de 0,5% p/p de colesterol.

Por outro lado, houve reducédo p/p de colesterol em relagdo ao grupo Controle
significativa dos niveis séricos de HDL- (18,270 mg/dL + 4,781 vs 31,656 mg/dL *
colesterol do grupo Purina ® adicionado 0,5% 5,557, com p<0,000018)(Figura 4).
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Figura 4 — Comparacdo das médias dos niveis séricos de HDL-C do grupo Purina® adicionado de 0,5%
p/p de colesterol e grupo Controle (p <0,000018).

Em relagdo aos niveis séricos de ao grupo Controle (229,335 mg/dL + 6,026 vs
Triglicérides, pode-se observar um aumento 145,032 mg/dL + 28,981 p <0,000001) (Figura
significativo da média do grupo Purina ® 5).
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Figura 5 —'Comparagéo dos niveis séricos de triglicérides do grupo Purina ® adicionado 0,5% p/p de
colesterol em relacdo ao grupo Controle. (p< 0,000001).

Na figura 6 é possivel observar a HDL-c e triglicérides dos grupos Controle e
analise global das médias das concentragdes Purina ® adicionado 0,5% p/p de colesterol,
plasmaéticas de colesterol total, LDL-c, VLDL-c, obtidas no presente estudo.
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Figufa 6 — Comparacdo das médias de colesterol total, fracdes e triglicérides dos grupos Controle e Purina

® adicionado 0,5% p/p de colesterol.

CT= Colesterol total; LDL= Fragdo LDL colesterol; VLDL= Fragdo VLDL colesterol; HDL= Fragdo HDL

colesterol; TG= Triglicérides.

DISCUSSAO

Modelos baseados na
hipercolesterolemia induzida por via alimentar
sdo importantes e mais praticos para o estudo da
aterosclerose, sendo responsavel por grande
parte dos conhecimentos atuais sobre sua
etiologia, fisiopatologia e tratamento. Entre
1910 e 1911, Stuckey, observou que a gema de
0Vo era aterogénica e, no ano seguinte, concluiu
que havia um componente ndo proteico nela,
que funcionava como agente aterogénico. Em
1913, Wesselkin testou se o agente aterogénico
do experimento de Stuckey era o colesterol ou a
lecitina e obteve aterosclerose apenas nos
coelhos alimentados com gema de ovo,
concluindo que o colesterol era o fator
aterogénico presente na gema.”’

Diversos estudos tém discutido os
efeitos do consumo de dietas hiperlipidicas
sobre a adiposidade intra-abdominal e a sua
relagdo com o desenvolvimento de obesidade e

doencas cronicas nao transmissiveis. Os efeitos

dessas dietas sobre 0 peso corporal € 0 consumo
alimentar apresentam resultados controversos na
literatura, principalmente devido ao tempo de
administragdo.”’

Diante da importancia da dislipidemia
para o ser humano, houve uma busca incessante
de modelos experimentais para melhor
caracteriza-la. Apo6s a descoberta de que uma
dieta rica em colesterol era aterogénica, as
pesquisas dirigiram-se cada vez mais para
modelos baseados em suplementacdo com
colesterol purificado e perdeu-se, em muito, o
interesse em pesquisar dietas compostas por
outros elementos indutores de
hipercolesterolemia experimental, como
proteinas animal e vegetal.® Entretanto, o
colesterol purificado disponivel no mercado tem
alto custo, o que limita seu amplo emprego no
estudo da hipercolesterolemia experimental,
segundo dados na literatura.

Estudos pioneiros que utilizaram dietas

com gema de ovo como fonte de colesterol
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alimentar a 0,15% adicionada a ragdo padrédo de
coelnos  mostraram  um  aumento  nas
concentragdes plasmaticas de colesterol total e
fracdes. Até o presente momento, ndo foram
encontrados na literatura outros estudos que
utilizaram a suplementacdo com gema de ovo
para inducéo de hipercolesterolemia em ratos.?

Este estudo foi proposto no intuito de
viabilizar a inducdo de hipercolesterolemia em
ratos, através de um modelo experimental de
baixo custo, que assim como o estudo realizado
em coelhos, apresentou significativo aumento
nos niveis plasmaticos de colesterol total, LDL-
colesterol, VLDL-colesterol.* Por outro lado,
no presente experimento encontrou-se uma
redugdo dos niveis séricos de HDL-colesterol e
aumento de triglicérides. Portanto, a dieta
testada mostrou-se efetiva nos animais de
experimentagéo.

Dessa forma, abrem-se perspectivas

para testar se uma oferta maior diaria de gema

REFERENCIAS

1. Arcanjo CL, Piccirillo LJ, Machado IV,
Andrade Junior CRM, Clemente EL,
Gomes MB. Avaliacédo de dislipidemia e de
indices antropométricos em pacientes com
diabetes mellitus tipo |. Rev Arq Bras
Endocrinol Metabol. 2005;49(6):951-8.

2. Hafidh AS, Lavre CJ, Burns BP, Kahn SS,
Alpert MA. Dyslipidemia in the metabolic
syndrome: clinical implications and
management.  Menerva  Cardioangiol.
2006;54(2):215-27.

3. Upadhyay A, Earley A, Lamont JL, Haynes
S, Wanner C, Balk EM. Lipid-lowering
therapy in persons with chronic kidney
disease: a systematic review and meta-
analysis. Ann Intern Med.
2012;157(4):251-62.

4. Santos RD, Gagliardi AC, Xavier HT,
Casella Filho A, Araujo DB, Cesena FY, et
al. Sociedade Brasileira de Cardiologia. |
Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia
Familiar (HF). Arg Bras Cardiol.
2012;99:1-28.

de ovo desenvolveria lesbes arteriais e
hipercolesterolemia mais expressivas, dados o
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