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RESUMO 

 

Há décadas tem se estudado a relação entre a produção de espécies reativas 

de oxigênio e o desenvolvimento da aterosclerose. Sabe-se que todo processo 

inflamatório envolvido na progressão da placa acarreta em aumento da 

produção de radicais livres. Além disso, o envelhecimento é um fator que 

agrava a doença aterosclerótica e também a produção de espécies reativas de 

oxigênio, provavelmente pela perda da capacidade antioxidante que faz o 

balanceamento regular das espécies reativas de oxigênio. O camundongo 

Apolipoproteína E deficiente é um modelo amplamente utilizado no estudo da 

aterosclerose, no qual há elevada hipercolesterolemia o que acarreta em 

aumento da produção de espécies reativas de oxigênio na medula óssea, 

sangue e aorta. O envelhecimento por sua vez também leva ao aumento da 

produção das espécies reativas de oxigênio, entretanto quando cumulado com 

a hipercolesterolemia, o resultado desse fenômeno é a ocorrência de maior 

produção de espécies reativas de oxigênio e, consequentemente, níveis 

elevados de fragmentação oxidativa do DNA e apoptose celular. Neste sentido, 

com maior destaque está a análise das células de medula óssea que 

apresentaram neste estudo alta produção de ânions superóxido e de radicais 

de peróxido de hidrogênio, ou seja, a fonte de produção de células sanguíneas 

e células tronco para todo o organismo, que comumente apresenta ambiente 

com baixa tensão de oxigênio, é afetada pelo desequilíbrio oxidativo causado 

pelo envelhecimento e pela aterosclerose. Ainda, corroborando com estes 

dados, a análise da fragmentação do DNA, pelo ensaio do cometa, das células 

de medula revelaram altos índices de fragmentação nos animais 

ateroscleróticos e idosos.  Ainda, as células de sangue e aorta dos animais 

ateroscleróticos e idosos também apresentaram alta produção de ânion 

superóxido. Entretanto, encontramos baixa produção de peróxido de hidrogênio 

nas células endoteliais de todos os grupos, sugerindo uma possível modulação 

tecido-específica dos efeitos de enzimas antioxidantes. Além disso, 

observamos que não há aumento da produção de peróxido de hidrogênio nas 

células sanguíneas de animais C57 idosos, ao contrário das células 

mononucleares de medula óssea, no qual observamos aumento.   Por fim, 

pode-se destacar que, de modo geral, a aterosclerose aumenta a produção de 

espécies reativas de oxigênio assim como o envelhecimento, porém quando 

estes dois parâmetros são cumulados a tensão oxidativa é ainda maior. A 

análise da literatura científica sugere uma possível ativação da enzima NADPH 

oxidase, responsável pelo aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio, e downregulation de enzimas antioxidantes, que prejudica o 

balanceamento do estresse oxidativo nos tecidos analisados.  
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PALAVRAS-CHAVE: ATEROSCLEROSE, CAMUNDONGO APOE-KO, 

ENVELHECIMENTO, ESTRESSE OXIDATIVO. 

 

ABSTRACT 

 

The relationship between production of reactive oxygen species and the 

development of atherosclerosis has been studied for decades. It is known that 

all inflammatory processes involved in plaque progression leads to increased 

production of free radicals. Furthermore, aging is a factor that aggravates 

atherosclerotic disease and also reactive oxygen species production, probably 

by the loss of antioxidant capacity that makes  regular balancing of reactive 

oxygen species. The Apolipoprotein E deficient mouse is a model widely used 

in the study of atherosclerosis, in which there is high hypercholesterolemia that 

results in increased production of reactive oxygen species in the bone marrow, 

blood and aorta cells. Aging in turn also leads to increased production of 

reactive oxygen species, however when combined with hypercholesterolemia, 

the result of this phenomenon is the occurrence of increased production of 

reactive oxygen species and thus high levels of oxidative DNA fragmentation 

and apoptosis. In this regard, most notably is the analysis of bone marrow cells, 

a source of blood  and stem cells for all organism that commonly presents a low 

oxygen tension ambient, in which we showed high generation of superoxide 

radicals and hydrogen peroxide. Thus, bone marrow is affected by oxidative 

imbalance caused by aging and atherosclerosis. Still, corroborating these data, 

in the analysis of DNA fragmentation by comet assay,  bone marrow cells 

showed high levels of fragmentation in atherosclerotic and aged animals. Still,  

blood  and aorta cells from atherosclerotic and aged animals also showed high 

superoxide anion production. However, there are low hydrogen peroxide 

production in endothelial cells of all groups, suggesting a possible modulation of 

tissue-specific effects of antioxidant enzymes. Furthermore, we note that there 

is not increased production of hydrogen peroxide in blood cells from aged C57 

animals, unlike bone marrow mononuclear cells, in which we observed an 

increase. Finally, it can be noted that, in general, atherosclerosis increases the 

production of reactive oxygen species as well as aging, but when these two 

parameters are combined oxidative stress is further increased. The analysis of 

scientific literature suggests a possible activation of NADPH oxidase enzyme, 

responsible for the increased production of reactive oxygen species, and 

downregulation of antioxidant enzymes, which affect the balance of oxidative 

stress in tissues. 

KEYWORDS: ATHEROSCLEROSIS, APOE-DEFICIENT MOUSE, AGING, 

OXIDATIVE STRESS 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 BREVE RELATO EPIDEMIOLÓGICO SOBRE DOENÇAS 

CARDIOVASCULARES E ENVELHECIMENTO NO BRASIL  

 

As doenças cardiovasculares (DCV) têm ocupado, mundialmente, um papel de 

destaque entre as causas de morte. No início do século XX as doenças 

cardiovasculares eram responsáveis por aproximadamente 10% das mortes em 

todo o mundo. Entretanto, no início do século XXI, essas doenças representam 

cerca de 50% dos óbitos registrados nos países desenvolvidos e 25% nos 

países em desenvolvimento (IV Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias, 

2007). Segundo o panorama estatístico da Organização Mundial de Saúde 

(OMS), durante o ano de 2008 17 milhões de pessoas morreram em 

consequência de complicações cardiovasculares. Entretanto, até 2030 este 

número se elevará mais ainda podendo alcançar 25 milhões de óbitos (OMS, 

2012). 

 

Dados da Organização Pan Americana de Saúde revelaram que durante o ano 

de 2011, 62,7% das mortes ocorridas no Brasil foram causadas por doenças 

cardiovasculares. Já no estado do Espírito Santo, dados do DATASUS (2011) 

revelam que a taxa de mortalidade específica por doenças do aparelho 

circulatório correspondeu a 63,6% ficando atrás apenas na região Sudeste  do 

Rio de Janeiro e São Paulo, que apresentaram 72,2% e 66%, respectivamente. 

Além disso, é importante destacar que 45% dos óbitos registrados no ano de 

2010 são de pessoas idosas, ou seja, com mais de 60 anos de idade (SESA, 

2010), que já chegam à proporção de 10,4% da população no estado do 

Espirito Santo (DATASUS, 2011). 

 

Dados recentes do serviço de verificação de óbitos (2011) da Secretaria de 

saúde do estado do Espírito Santo revelaram que no ano de 2011, 111 

pessoas morreram devido a aterosclerose, o que corresponde a 11% do total 

de óbitos registrados, conforme pode-se observar no gráfico a baixo (Figura 1). 
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Figura 1: Dados referentes as causas básicas de óbitos relacionados com a doença 

cardiovascular no ano de 2011 (SESA, 2011). 

 

O Brasil está passando por uma transição demográfica profunda provocada, 

principalmente, pela queda da taxa de fecundidade iniciada em meados dos 

anos 60 e generalizada em todas as regiões brasileiras e estratos sociais. O 

aumento da longevidade e a redução da mortalidade infantil também 

contribuem para a mudança do padrão demográfico, além de determinantes 

como a intensa urbanização e a mudança do papel econômico da mulher. O 

processo de Transição da Estrutura Etária durante esse período levará, ao 

longo das próximas quatro décadas, ao surgimento de uma população de perfil 

envelhecido e com um ritmo de crescimento baixíssimo. Entre os principais 

desafios, sem dúvida, está a geração de novas demandas para o sistema de 

saúde (RIPSA, 2009). 

 

As mudanças mais notáveis ocorrerão nas faixas de idade extremas. Os 

menores de 15 anos perderão representatividade, enquanto o peso relativo dos 

maiores de 65 anos será crescente (Figura 2), passando de 5,5%, em 2000, a 

10,7%, em 2025, e a 19,4%, em 2050. O Índice de Envelhecimento coloca o 

Brasil, nas próximas décadas, entre os países com mais acentuado ritmo de 

envelhecimento da população. Em 2025, para cada conjunto de 100 menores 

de 15 anos, haverá 46 idosos. Finalmente, em 2050, o número de pessoas 

idosas ultrapassará o de menores de 15 anos (RIPSA, 2009). 
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Figura 2: Brasil. Distribuição da população por grandes grupos etários (%) no período 

de 1950-2050. A) Faixa etária >60 anos B) 14-64 anos C) 0-14 anos.  Fonte: adaptado 

de IBGE (2006).  

 

 

Pode-se extrair das informações epidemiológicas obtidas a noção de que há no 

Brasil e no mundo uma expressiva quantidade de mortes provocada pelas 

doenças cardiovasculares, o que demanda um gasto efetivo de verbas 

federais, além disso, há de fato uma curva de envelhecimento crescente o que 

colabora diretamente para o agravamento das doenças cardiovasculares, pois 

já se sabe que estão intimamente relacionados (RIPSA, 2009). 

 

 

1.2 ATEROSCLEROSE 

 

1.2.1 Conceito 

 

A aterosclerose é uma doença inflamatória crônica de origem multifatorial que 

ocorre em resposta à agressão endotelial, acometendo principalmente a 

camada íntima de artérias de médio e grande calibre (IV diretrizes brasileiras 

de dislipidemias, 2007). 

 

 

A 

B 

C 
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 A palavra aterosclerose deriva do grego atero, que significa caldo ou pasta, e 

esclerose, que equivale a endurecimento (Gottlieb, 2005). O primeiro a 

relacionar a doença aterosclerótica coronária com os níveis sanguíneos de 

colesterol foi Muller, na década de 30. Algum tempo depois, Keys e 

colaboradores, na década de 50, chamaram a atenção para a grande 

diversidade de frequência da doença aterosclerótica coronária entre países, 

postulando que ela fosse devida às diferenças na ingestão de gordura 

existentes entre as populações. Nessa mesma década, Albrink e Mann foram 

os primeiros a sugerir a ligação dos triglicérides com o infarto do miocárdio 

(Bertolami, 2000). 

 

A primeira descrição da aterosclerose foi dada na segunda metade do século 

XIX, por Virchow que propôs que as lesões seriam decorrentes da “insudação” 

de plasma para a camada íntima das artérias resultando em um processo 

proliferativo localizado (Giannini, 2000). 

 

A aterosclerose é uma doença em que múltiplos fatores contribuem para a 

degeneração da parede arterial, sendo evidente que a intensidade e duração 

das agressões determinam a severidade das alterações. Muitos fatores têm 

sido identificados como influenciadores da progressão da aterosclerose, 

principalmente, idade, sexo, hereditariedade, composição da dieta, 

dislipidemia, tabagismo, atividade física, obesidade, hipertensão arterial 

sistêmica, diabetes mellitus, hipertrofia ventricular esquerda e fatores 

psicossociais (Alencar, 2000).  Apesar de o acúmulo lipídico ser um processo 

progressivo, as lesões alcançam um patamar crítico entre 40-60 anos de idade 

(Robbins & Cotran, 2008). 

 

Altas concentrações sanguíneas de LDL constituem o principal fator de risco, 

sendo condição essencial para sua manifestação clínica (Steinberg, 2002). 

Apesar de a hipercolesterolemia parecer ser o fator-chave no desenvolvimento 

da doença, pesquisas recentes indicam que a inflamação é um dos principais 

fatores moduladores da aterogênese (Binder et al., 2002; Libby et al., 2002) 

sendo principalmente evidenciada pela presença de um elevado número de 

células imunes desde os estágios iniciais da doença e consequente produção 

de moléculas efetoras que aceleram ou retardam a progressão das lesões 
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(Hansson, 2005; Luque, 2010). 

Embora possa ser encontrada em qualquer artéria de grande ou médio calibre, 

a doença é mais comum na aorta, especialmente na porção abdominal e nos 

seus ramos principais, como artérias coronárias, carótidas, ilíacas, femorais e 

também é frequente nos óstios das artérias renais e mesentéricas, conforme 

pode ser observado na Figura 3 (Bogliolo, 2006). 

 

Figura 3: Representação da artéria aorta no camundongo ApoE-KO. Locais prováveis 

de desenvolvimento de placas ateroscleróticas estão indicados em cor preta 

(Adaptado de Nakashima et al., 1994). 

 

A formação da placa aterosclerótica inicia-se com a agressão ao endotélio 

vascular devido a diversos fatores de risco como elevação de lipoproteínas 

aterogênicas (LDL, IDL, VLDL, remanescentes de quilomícrons), hipertensão 

arterial ou tabagismo. Como consequência, a disfunção endotelial aumenta a 

permeabilidade da camada íntima arterial às lipoproteínas plasmáticas 

favorecendo a retenção das mesmas no espaço subendotelial. Retidas, as 

partículas de LDL sofrem oxidação, causando a exposição de diversos 

neoepítopos, tornando-as imunogênicas. O depósito de lipoproteínas na parede 

arterial, processo-chave no início da aterogênese, ocorre de maneira 
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proporcional à concentração dessas lipoproteínas no plasma (IV Diretriz 

Brasileira sobre dislipidemias e prevenção da aterosclerose, 2007). 

 

 

1.2.2  Aterogênese 

 

Os lipídeos são caracterizados pela sua alta solubilidade em solventes 

orgânicos e insolubilidade em água. Os lipídeos mais importantes, do ponto de 

vista fisiológico e clínico, são os ácidos graxos, os triglicerídeos, os fosfolipídios 

e o colesterol (Champe, 2007; Jascolka, 2010).  

 

Devido à natureza hidrofóbica dos lipídeos, seu mecanismo de transporte e 

distribuição no plasma não seria possível sem alguma forma de adaptação 

hidrofílica. Assim, as lipoproteínas são responsáveis pelo transporte de lipídeos 

no sangue, especialmente colesterol e triglicerídeos, cujo metabolismo está 

intimamente relacionado com a iniciação e progressão da aterosclerose 

(Frassen et al., 2008; Rader & Daugherty, 2008; Jascolka, 2010). 

 

De acordo com sua origem, composição, densidade e tamanho, as 

lipoproteínas podem ser classificadas em: quilomícrons (QM), lipoproteínas de 

muito baixa densidade (VLDL), lipoproteínas de densidade intermediária (IDL), 

lipoproteína de baixa densidade (LDL) e lipoproteínas de alta densidade (HDL) 

(Rader & Wilson, 1995). As lipoproteínas mais abundantes no plasma humano 

são as LDLs e HDLs (Rader & Daugherty, 2008). 

 

A dislipidemia, caracterizada por níveis elevados de LDL e reduzidos de HDL 

circulantes, é um pré-requisito essencial para o início da lesão e progressão da 

doença aterosclerótica (Binder et al., 2002; Alvarez-Leite et al., 2003). 

 

Antes de adentrarmos ao papel da LDL na iniciação da aterosclerose é 

importante ressaltar que o dano vascular causado na aterosclerose pode ser 

resultado da interação de vários fatores, inicialmente o que ocorre é o dano 

endotelial. 
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O endotélio é constituído por uma monocamada de células e funciona, não só 

como uma barreira seletiva permeável entre o sangue e os tecidos, mas 

também, como um importante regulador do tônus vascular, controlando a 

trombose, a inflamação, a coagulação e a regeneração e a permeabilidade 

vascular. Da alteração de qualquer uma destas propriedades resulta a 

disfunção endotelial, um dos elementos fundamentais em todo o processo da 

aterogênese (Ross, 1993).  

 

Um endotélio considerado saudável resiste por tempo prolongado ao contato 

com leucócitos do sangue, produz vasodilatadores endógenos, combate a 

trombose, favorece a fibrinólise e expressa enzimas, como por exemplo, a 

superóxido dismutase que faz a degradação das espécies reativas de oxigênio 

(ERO) (Libby, 2010). 

 

Logo, o endotélio é um dos principais mantenedores do tônus vasomotor. Ele é 

capaz de produzir grande variedade de substâncias que podem agir de forma 

autócrina, parácrina e endócrina (Esper et al., 2006; Ferraz, 2008). Entretanto, 

as células endoteliais podem tornar-se disfuncionais quando expostas a 

diversos fatores, como por exemplo, a um fluxo turbilhonar oposto ao fluxo 

laminar normal (denominado de shear stress), e também quando exposto a 

fatores pró-aterogênicos como lipoproteínas modificadas (LDL oxidadas) ou 

citocinas pró-inflamatórias (Libby, 2010), homocisteína, infecção, espécies 

reativas de oxigênio (Hennig & Chow, 1987) e de nitrogênio produzidas pelas 

próprias células endoteliais ou células de músculo liso (Hennig & Chow, 1988; 

Ross, 1999). Além disso, os ácidos graxos, além de inibir a oxido nítrico sintase 

endotelial (eNOS), estimulam a produção de ânion superóxido por células 

endoteliais e vasculares via ativação da NADPH oxidase, contribuindo para a 

diminuição da biodisponibilidade do óxido nítrico e, dessa forma, para o 

desenvolvimento de disfunção endotelial (Carvalho et al., 2006). 

 

Todo este processo é agravado em regiões onde há ramificações e curvaturas 

acentuadas nas artérias, nas quais ocorre aumento da força de cisalhamento 

(shear stress) e da turbulência do fluxo. Estes são os locais mais propensos à 

lesão endotelial, e logo à formação da placa aterosclerótica (Hansson & Libby, 

2006). 
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De acordo com Steinberg (2002), a inflamação é a resposta a um agente que 

desestabiliza a homeostase do local envolvido. A hipótese oxidativa da 

aterosclerose, segundo Witzum (1993), sugere que o processo aterosclerótico 

possa ser iniciado por danos no endotélio vascular, produzidos por 

modificações oxidativas da LDL. Esta injuria leva a alterações do endotélio que 

desencadeiam alterações celulares com monócitos, plaquetas, células 

musculares lisas e linfócitos, iniciando a lesão aterosclerótica (Ross, 1999). 

 
O primeiro passo no desenvolvimento da aterosclerose é a retenção de LDLs 

na parede arterial. Este processo inicia-se quando há níveis elevados dessa 

lipoproteína na corrente sanguínea (hipercolesterolemia), o que facilita sua 

migração por diapedese através das células endoteliais. Uma vez retida no 

espaço subendotelial, a LDL poderá sofrer oxidação por ERO’s produzidas por 

células endoteliais, macrófagos residentes e células musculares lisas, 

modificando sua estrutura (Steffens & Mach, 2004), formando a LDL oxidada 

(LDLox) (Jacolska, 2007). Portanto, os  maiores responsáveis são os 

macrófagos que secretam espécies reativas de oxigênio causando a oxidação 

da fração proteica da LDL, originando a LDL altamente oxidada (Berliner et al., 

1995;  Augusti, 2010). 

 

Em suma, sob a ação de ERO, a LDL transforma-se em LDL oxidada. Suas 

principais propriedades são: (1) permanece mais tempo na circulação e penetra 

mais facilmente na íntima das artérias; (2) é rapidamente fagocitada por 

macrófagos através dos receptores scavengers. Como a degradação da LDL 

oxidada é mais difícil, os macrófagos  transformam-se em células espumosas; 

(3) exerce quimiotaxia para leucócitos e induz a síntese de moléculas de 

adesão na superfície endotelial, facilitando a aderência de monócitos; (4) é 

citotóxica para células endoteliais; (5) estimula a liberação de fatores de 

crescimento para células musculares lisas; (6) é imunogênica, induzindo a 

produção de anticorpos (Bogliolo, 2006). 

 

Voltando a aterogênese, o aumento da permeabilidade do endotélio facilita o 

acúmulo das LDL na matriz subendotelial. Aí, estão sujeitas a várias 

modificações, incluindo formação de complexos insolúveis por interação com 
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células vasculares e macromoléculas (proteoglicanos, colágeno e elastina) e 

modificação oxidativa, sendo subsequentemente captadas por macrófagos 

(Steinberg et al., 1989). 

 

O LDL aprisionado sofre oxidação, provavelmente pela ativação do complexo 

NADPH oxidase dos macrófagos, e torna-se imunogênico causando assim 

liberação de fatores inflamatórios. Ocorre aumento da expressão de moléculas 

de adesão na superfície endotelial que resulta no recrutamento de mais 

leucócitos, principalmente os da linhagem mononuclear monócitos e linfócitos, 

que são atraídos para o local da formação da placa. (Libby, 2002; Paoletti et 

al., 2004). 

 

A seguir, moléculas de adesão na superfície das células endoteliais capturam 

mais leucócitos sanguíneos. Dentre os principais marcadores de ativação do 

endotélio está a molécula de adesão das células vasculares tipo 1 (VCAM-1), 

nas quais os leucócitos sanguíneos aderem (Libby, 2010). Uma vez aderidos, 

os leucócitos migram para a camada íntima da artéria, precisamente os 

monócitos, já maturados, se transformam em macrófagos que acumulam 

lipídios em seu interior, como podemos observar na Figura 4 a seguir (Libby, 

2009). 
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Figura 4: Formação de espécies reativas de oxigênio na placa aterosclerótica. A figura 

mostra a entrada de monócitos na íntima arterial, sua posterior transformação em 

macrófagos que fagocitam moléculas de LDL oxidada, dando origem às células 

espumosas. Há destaque para produção de ERO no interior da placa pelos 

macrófagos e células musculares lisas. Em seguida, a figura mostra que durante o 

desenvolvimento da placa também ocorre apoptose.  Figura modificada de Libby, 

2010. 

 

 

Na íntima os macrófagos maduros, via receptores scavengers, fagocitam 

lipídeos oxidados. (Swirski, 2007). A estrutura formada por macrófagos com 

LDL oxidado é chamada de células espumosas, que são componentes das 

estrias gordurosas e caracterizam a lesão inicial da aterosclerose. (Libby, 2002; 

IV Diretriz Brasileira sobre dislipidemias e prevenção da aterosclerose, 2007; 

Paoletti et al., 2004). 

 

A modificação que ocorre das estrias gordurosas para lesões fibrosas mais 

complexas caracteriza-se pela migração das células musculares lisas da 

camada média da parede arterial para o espaço subendotelial, seguida da sua 

proliferação e produção de uma matriz extracelular rica em colágeno, que em 



29 
 

conjunto com as células musculares lisas formam uma capa fibrosa. Estas 

células podem captar lipoproteínas modificadas, contribuindo igualmente para a 

formação de células esponjosas. As citocinas e fatores de crescimento 

secretados pelos macrófagos, nomeadamente, o fator de crescimento derivado 

das plaquetas (PDGF, platelet derived growth factor), o fator de crescimento 

dos fibroblastos (FGF, fibroblast growth factor), a interleucina-6 (IL-6) e o fator 

de necrose tumoral-α (TNF-α, tumoral necrosis factor-α) são importantes para a 

migração e proliferação das células musculares lisas e para a produção da 

matriz extracelular (Ross, 1993). A partir deste estágio a placa passa a ser 

considerada ateromatosa (Libby, 2002).  

 

A morte de um grande número de células espumosas resulta na formação de 

um centro necrótico rico em colesterol que, posteriormente, se torna envolto 

por uma capa fibrosa constituída de células musculares lisas e proteínas de 

matriz extracelular, principalmente colágeno (Jonasson et al., 1986), 

secretadas por essas células (Li & Glass, 2002). Com o tempo, as placas se 

modificam e tornam-se maduras com características de estrutura mais 

complexa e heterogênea, com até mesmo deposição de cálcio (mineralização) 

(Binder et al., 2002; Luque, 2010). 

 

Além disso, o centro necrótico e as áreas circundantes são também ricos em 

macrófagos que secretam metaloproteinases, tais como colagenases e 

elastases que podem degradar a matriz extracelular da capa fibrosa (Galis et 

al., 1994; Mach et al., 1997). A ruptura da capa fibrosa expõe o conteúdo do 

centro necrótico e os lipídeos que constituem a lesão, à corrente sanguínea, 

iniciando-se a coagulação com o recrutamento de plaquetas e, posterior 

formação de trombo, como pode ser observado na figura 5 (Schonbeck et al., 

2000). O trombo pode obstruir parcial ou totalmente o vaso sanguíneo e é a 

principal causa de eventos clínicos coronários agudos (Brito, 2007). 
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Figura 5: Evolução da placa aterosclerótica, desde a entrada de LDL na camada 

íntima, expressão de moléculas de adesão que atraem monócitos, formação de 

células espumosas, apoptose e formação do núcleo necrótico e trombo (modificada de 

Fayad, 2009). 

 

 

1.2.4 O modelo ApoE-KO  de aterosclerose 

 

O camundongo knockout para apolipoproteína E foi desenvolvido para 

representar um modelo de estudo da aterosclerose semelhante à de humanos. 

Em 1992, dois laboratórios produziram simultaneamente o modelo de 

hipercolesterolemia (Plump et al., 1992; Piedrahita et al., 1992).  

 

A apolipoproteina E é uma glicoproteína com peso molecular de 

aproximadamente 34 KDa, e tem a função de retirar do plasma as VLDL e IDL 

via receptor de LDL. Além disso, é sintetizada primariamente no fígado, mas 

também pode ser produzida em vários tecidos, como por exemplo, cérebro e 

macrófagos. Pode ser encontrada no plasma, mas se localiza principalmente 

nas VLDL, IDL e HDL respectivamente (Mahley, 1988; Zhang et al., 1992; 

Plump et al., 1992; Breslow, 1996; Vasquez et al., 2012; Meyrelles et al., 2012). 

 

Para produzir o camundongo ApoE-KO, o gene que codifica a apoliproteina E é 

inativado através de recombinação homóloga, na qual as células tronco 

embrionárias modificadas são inseridas em blastômeros de camundongos C57 



31 
 

receptores.  A partir disso, são geradas quimeras, ou seja,  ApoE positivos e 

negativos no mesmo animal, conforme observamos na figura 6. Através de 

cruzamentos entre as quimeras e camundongo selvagem, 25% dos filhotes 

gerados serão  ApoE-KO, ou seja,  apresentam elevados níveis de VLDL no 

plasma (Plump et al., 1992). 

 

Dentre os modelos gerados via manipulação genética, o camundongo ApoE-

KO é considerado o mais relevante por desenvolver espontaneamente 

hipercolesterolemia e lesões arteriais semelhantes às humanas (Vasquez et al., 

2012). 

 

No camundongo ApoE-KO, a maior parte da fração de colesterol plasmático é 

composta de lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteína de 

densidade intermediária (IDL) e lipoproteínas de baixa densidade (LDL). Este 

perfil é agravado quando se utiliza uma dieta do tipo Western. Em uma dieta 

normal, o ApoE-KO exibe aumento de colesterol total (~8 vezes), triglicerídeos 

(1,7 vezes), VLDL+IDL (~18 vezes) e LDL (14 vezes) quando comparado com 

o camundongo controle C57 (Vasquez et al., 2012). 

 

Portanto, sem a apolipoproteina E, o modelo apresenta altos níveis de 

colesterol plasmáticos. Quando esses animais são alimentados com dieta 

comercial normocolesterolêmica a colesterolemia total é maior que 500mg/dl, 

constituindo-se principalmente de VLDL e frações de quilomicrons 

remanescentes. Com a dieta hipercolestrolêmica, pode apresentar colesterol 

total em torno de 1000 a 2000mg/dl (Porto, 2011). 

 

Estudos histopatológicos da progressão da placa aterosclerótica revelaram que 

os primeiros sinais de lesão aparecem por volta de 6-8 semanas de idade, 

indicados pela adesão de monócitos às células endoteliais (Nakashima et al., 

1994; Coleman et al., 2006). Com 8-10 semanas, lesões contendo células 

espumosas e células musculares lisas são perceptíveis e a formação de capa 

fibrosa já é possível ser observada com 15-20 semanas de idade (Plump et al., 

1992; Nakashima et al., 1994; Meir & Leitersdorf, 2004; Coleman et al., 2006). 
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Figura 6: Criação do modelo ApoE-KO (Adaptado de www.nobelprize.com). A figura 

mostra a transfecção com o gene alvo de ApoE knockout  cultivado em células tronco 

embrionárias. A seguir, as células contendo o gene alvo são inseridas em blastocistos 

de um camundongo receptor para dar origem ao filhote quimera. Ocorre o cruzamento 

da quimera com camundongo selvagem que dá origem aos filhotes ApoE-/- e ApoE+/+. 

 

 

http://www.nobelprize.com/


33 
 

1.3 ENVELHECIMENTO 

 

A aterosclerose é, por excelência, uma doença relacionada ao envelhecimento 

e a senescência celular (Wang & Bennett, 2012). O envelhecimento é um 

processo biológico, universal, dinâmico e progressivo, no qual ocorrem 

modificações morfológicas, funcionais e bioquímicas que reduzem a 

capacidade de adaptação do indivíduo ao meio ambiente, afetando sua 

integridade e permitindo o surgimento das doenças crônicas, com impacto 

sobre a saúde e a qualidade de vida (Hayflick, 2007; Silva & Ferrari, 2011). 

 

O crescimento da população idosa brasileira é um fato. Na verdade, este 

fenômeno é mundial e típico de países em desenvolvimento. De acordo com o 

IBGE, a esperança de vida ao nascer em 1940 era de 40,5 anos, aumentando 

para 70,4 anos em 2007, de modo que a população de idosos atinge cerca de 

15 milhões de pessoas (Ewers, 2008; Silva & Ferrari, 2011). Além disso, 

segundo a Organização Mundial de Saúde, em 2025, o Brasil terá a sexta 

população de idosos do mundo, aproximadamente 32 milhões de pessoas com 

mais de 60 anos de idade (Nascimento, 2011).  

 

Portanto, a proporção de pessoas com mais de 60 anos de idade vem 

apresentando tendência ascendente, em correspondência com a redução dos 

níveis de fecundidade e o aumento da esperança de vida ao nascer (RIPSA, 

2002). Diante disso os estudos que envolvem envelhecimento são importantes 

na medida em que auxiliam a busca por melhores tratamentos e prevenção de 

doenças que prevalecem neste patamar de vida, como a aterosclerose. 

 

O envelhecimento dos vasos sanguíneos é caracterizado por número reduzido 

de células musculares lisas, aumento da deposição de colágeno e fraturas nas 

lâminas de elastinas o que acaba acarretando em dilatação dos vasos e 

aumento do lúmen (Zieman & Kass, 2004). 

 

A aterosclerose associada ao envelhecimento causa aumento de marcadores 

de senescência celular, aumento da propensão a apoptose, elevado percentual 

de danos ao DNA e extensivo encurtamento dos telômeros. Tudo isto pode ser 

detectado em células de placa aterosclerótica (Wang  & Bennett, 2012). 
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Diante disto, cabe ressaltar que existem dois processos distintos: o 

envelhecimento e a senescência. Até este momento, o que foi relatado se 

refere ao envelhecimento, passamos agora a apresentar o conceito de 

senescência, que em muitos trabalhos é apresentado como se envelhecimento 

fosse e que não está correto, pois não são sinônimos. 

 

Quando células de tecidos normais de mamíferos são cultivadas em condições 

padronizadas, elas comumente podem ser expandidas por somente um 

número limitado de ciclos de divisão – cerca de 50 vezes para células típicas 

derivadas de humanos. Logo após, as células param de se dividir até que 

finalmente morrem – este processo é denominado de senescência celular 

(Alberts, 2002). 

 

Fibroblastos retirados de um feto humano, por exemplo, sofrerão cerca de 50 

duplicações quando cultivadas em um meio de cultura padrão. No final deste 

período, a proliferação diminui e finalmente para, logo as células entram em G0 

e daí nunca saem. Células semelhantes retiradas de um indivíduo de 40 anos 

de idade param de se dividir após 40 duplicações aproximadamente, enquanto 

células de uma pessoa de 80 anos cessam após 30 duplicações (Alberts, 

2002). Este processo natural é denominado  senescência celular. 

 

Um estudo pioneiro foi conduzido em 1960, no qual Leonard Hayflick fez 

relatos de que a cultura de fibroblastos humanos retirados de tecido pulmonar 

embrionário cessava a replicação após um determinado número de divisões 

celulares. Este número máximo de divisões celulares foi denominado de limite 

de Hayflick, muito utilizado hoje para designar a senescência celular (Hayflick & 

Moorhead, 1961; Ogrunc & fagagna, 2011). Desta forma, a morte da cultura de 

células humanas normais não se deve a algumas causas triviais, que envolvem 

os componentes ou condições do meio de cultura, mas é antes uma 

consequência das características genéticas das próprias células (Mota et al., 

2004). 

 

A consistência dos resultados obtidos em culturas de células levou os 

pesquisadores a considerar que a longevidade é determinada geneticamente, 
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uma vez que a célula tem uma capacidade de proliferação predefinida, isto é, o 

número de replicações é limitado (Mota et al., 2004). 

 

A hipótese de senescência celular propõe que a acumulação progressiva de 

células senescentes contribui para, mas não exclusivamente, fazer com que 

ocorra o envelhecimento do tecido. Logo, a senescência é um bloqueio 

permanente da divisão mitótica das células (Cox, 2007).  

 

Agora podemos diferenciar envelhecimento e senescência. O primeiro pode ser 

considerado como gênero e o segundo espécie deste. Logo, podemos 

relacionar envelhecimento a um processo macro, no qual se observa 

gradualmente a diminuição das funções normais do organismo, como um todo. 

Já a senescência está relacionada a um processo micro, no qual o foco é a 

célula e a cessação da mitose. Logo, o envelhecimento biológico é um 

processo complexo caracterizado por diferenças espécie-específicas bem 

como tecido-específicas e por mecanismos de mudanças moleculares e 

fisiológicas relacionadas à idade. Evidências têm sido obtidas de que o 

envelhecimento biológico abrange diversos parâmetros intimamente 

relacionados, como: taxa metabólica, ingestão calórica, genética, estilo de vida 

e fatores ambientais (Schoneich,  1999;  Costa, 2006). 

 

Portanto, o envelhecimento é um processo biológico inevitável que pode ser 

caracterizado por declínio geral das funções fisiológicas, e que é 

contrabalançado por mecanismos de reparo e fatores de manutenção que 

contribuem para a longevidade do organismo. Assim, Beckman e Ames (1998) 

também definiram o envelhecimento como um fenômeno multifatorial associado 

com a diminuição das funções fisiológicas e celulares, ao aumento na 

incidência de numerosas doenças degenerativas e à diminuição da capacidade 

para responder ao estresse oxidativo. 

 

A curiosidade despertada por este acontecimento tem sido de tal forma 

explorada que, em 2000, Medvedev recenseou mais de 300 teorias sobre o 

envelhecimento desde o século XVIII (Mota et al., 2004). 

 

Muitos estudos já foram feitos na tentativa de esclarecer os mecanismos 
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bioquímicos e moleculares acerca do envelhecimento (Sohal  et al., 1995). O 

consenso parece ser que o processo de envelhecimento é multifatorial e as 

espécies reativas de oxigênio são um fator contribuidor (Fukagawa et al., 

1999). 

 

Na década de 1950, Harman propôs a teoria dos radicais livres, postulando que 

os danos a macromoléculas celulares através da produção de radicais livres 

em organismos aeróbios é o principal determinante do tempo de vida (Kregel, 

2007). Harman define envelhecimento como a progressiva acumulação de 

diversas alterações deletérias em células e tecidos com o avanço da idade, que 

aumentam o risco de doença e morte (Harman, 2001). 

 

Outra teoria é a teoria inflamatória do envelhecimento, em que a ativação de 

fatores de transcrição redox-sensíveis por estresse oxidativo relacionado à 

idade faz um upregulation da expressão de genes pró-inflamatórios (Kregel & 

Zhang, 2007).  

 

Como dito anteriormente, a primeira teoria de envelhecimento, proposta por 

Harman (1956) relata que há um declínio bioquímico e fisiológico relacionado a 

idade associado a um estado crônico de desequilíbrio entre produção de 

oxidantes e capacidade antioxidante intracelular (Massudi et al., 2012). 

 

Há dois tipos de senescência celular, a replicativa e a induzida por estresse 

oxidativo. A primeira ocorre naturalmente, com o tempo, e está associada com 

encurtamento de telômeros e danos ao DNA das células. Em contrapartida, a 

senescência induzida por estresse oxidativo é causada por fatores externos 

que incluem agentes oxidantes e radiação o que acaba ativando a cascata de 

senescência celular de forma prematura (Wang & Bennett, 2012). Estes 

processos contribuem para o envelhecimento do organismo. 

 

O processo de envelhecimento é alterado ou acelerado quando as DCV estão 

presentes, além disso, com o envelhecimento, há maior predisposição para o 

desenvolvimento de doenças (Veronica & Esther, 2012). A doença 

aterosclerótica é a principal representante dos processos patológicos 

cardiovasculares ligados ao envelhecimento, uma vez que se manifesta em 
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indivíduos adultos, sendo que sua incidência aumenta exponencialmente a 

partir dos 45 anos de idade (Hazzard, 1989). Logo, a aterosclerose é, por 

excelência, uma doença relacionada ao envelhecimento e a senescência 

celular (Wang & Bennett, 2012). Vários estudos epidemiológicos têm mostrado 

que o envelhecimento é um fator de risco importante para as doenças 

cardiovasculares ateroscleróticas (Lakatta & Levy, 2003). A incidência e 

prevalência de doenças aterotrombóticas, incluindo doença arterial coronariana 

e acidente vascular cerebral, aumentam à medida que os indivíduos 

envelhecem (Minamino & Komuro, 2007). 

 

A lesão vascular relacionada a idade avançada é geralmente considerada  

resultado de um aumento de estresse oxidativo, levando à inflamação e 

disfunção endotelial. Os tecidos de animais idosos mostram um aumento da 

produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), que levam à alteração da 

função mitocondrial, danos vasculares com remodelamento associado a idade 

e oxidação de lipídios o que os torna mais aterogênicos (Collins, 2009).  

 

O envelhecimento e outros fatores de risco para aterosclerose parecem fazer 

um upregulation de vias que aumentam a produção de espécies reativas de 

oxigênio, entretanto, por outro lado, diminuem os mecanismos antioxidantes 

(Collins, 2009). 

 

Além de provocarem o encurtamento telomérico, os radicais livres danificam o 

DNA, sendo que o envelhecimento caracteriza-se por aumento do acúmulo de 

danos genéticos e redução dos reparos genômicos (Gava, 2005). O 

envelhecimento induz maior estresse oxidativo através da produção aumentada 

de espécies reativas de oxigênio,  consequentemente, aumentando a oxidação 

de proteínas, carboidratos, lipídeos e ácidos nucléicos (Viña et al., 2006; 

Stadtman, 2006; Peppa, 2008; Spiteller, 2010). 

 

Diversos estudos demonstraram que o envelhecimento celular está associado 

à redução da integridade funcional das mitocôndrias e, consequentemente, ao 

aumento da produção de radicais livres e espécies reativas (Silva & Ferrari, 

2011). Alguns autores da teoria mitocondrial do envelhecimento sugerem que 

mutações ocorridas no genoma mitocondrial alteram o metabolismo 
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mitocondrial, reduzindo a produção de ATP e predispondo a célula ao 

envelhecimento e a diversas doenças associadas a este (Viña et al., 2006; 

Judge, 2007). Por outro lado, a longevidade estaria associada à manutenção 

da estrutura e função adequadas das mitocôndrias (Jansen & Osiewacz, 2002; 

Ferrari, 2004).  

 

Logo, diante deste processo, o que ocorre é que a célula atinge seu limite de 

reparo não conseguindo mais eliminar ou consertar as macromoléculas 

danificadas, e o resultado disso é a senescência celular. A consequência desse 

fenômeno, caso o organismo não consiga realizar o balanceamento necessário 

é a morte celular ou apoptose. 

 

 

1.4 ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

 

Na ultima década, inúmeras evidências indicaram um denominador comum no 

desenvolvimento da maioria das doenças cardiovasculares, as espécies 

reativas de oxigênio (Papaharalambus & Griendling, 2007;  Monteiro, 2011). 

 

A hipótese da modificação oxidativa, inicialmente proposta por Steinberg e 

colaboradores, postulava que a oxidação das LDL é obrigatória para o 

processo da aterogênese (Steinberg et al., 1989). De acordo com essa teoria, o 

papel das espécies reativas de oxigênio produzidas na parede arterial limitar-

se-ia apenas à oxidação das LDL. No entanto, nos últimos anos surgiram 

várias evidências, de que as espécies reativas têm um papel mais abrangente 

no desenvolvimento da doença, estando o estresse oxidativo associado à 

aterogênese, não se limitando as LDL oxidadas, mas também relacionado 

diretamente com a disfunção endotelial, monócitos e macrófagos, com a 

apoptose e a proliferação das células musculares lisas (Brito, 2007). 

 

O oxigênio desempenha papel fundamental na formação de radicais livres, 

dando origem as espécies reativas de oxigênio  (Nevitt & Rodrigues, 2007). A 

noção de estresse oxidativo em sistemas biológicos traz a tona um período no 

qual as pesquisas sobre oxigênio tinham como foco sua toxicidade e 

principalmente radiação-X (Gerschman et al., 1954). Nos anos seguintes, o 
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estresse oxidativo recebeu denominações como “estresse oxidante”, “estresse 

pró-oxidante” e “estresse redutivo” todos relatados por Sies (1985; 1991; 2000). 

 

O estresse oxidativo foi definido por Sies como sendo “um desequilíbrio entre 

oxidantes e antioxidantes a favor dos oxidantes, que potencialmente pode 

induzir uma lesão” (Sies, 1985; 1991; 2000) (Figura 7). Os oxidantes são 

espécies com elevado potencial de oxidação-redução, enquanto que os 

antioxidantes são espécies com um potencial de oxidação-redução baixo 

(Cadenas, 1997). 

 

 

 

Figura 7:  Estresse Oxidativo é o resultado do desbalanceamento entre produção de 

espécies reativas de oxigênio e sistema antioxidante. Modificada de  Kunitomo, 2007. 

 

Espécies reativas de oxigênio são espécies transientes que incluem radicais 

livres como ânion superóxido (O2
-, formado pela redução do oxigênio por um 

elétron), e outros intermediários reativos derivados de oxigênio como o 

peróxido de hidrogênio (H2O2, formado pela dismutação do O2
-, catalisada pela 

enzima superóxido dismutase) (Wosniak, 2008). 

 

As células vivas presentes em uma atmosfera rica em oxigênio estão 

constantemente expostas aos possíveis danos causados pelas espécies 

reativas de oxigênio, que podem ser geradas endogenamente e/ou 

exogenamente (Figura 8).   
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As fontes exógenas de espécies reativas de oxigênio incluem as radiações 

ultravioleta, ionizantes, herbicidas, poluentes, agentes químicos (Halliwell & 

Cross, 1994; Gille & Sigler, 1995) e metais pesados (Liang & Zhou, 2007; Xu et 

al., 2011). Já as ERO endógenas são formadas pelo próprio metabolismo 

celular através da mitocôndria, peroxissomos, lipoxigenases (Boveris et al., 

1972; Turrens & Boveris, 1980; Turrens, 1997; Halliwell & Gutteridge, 2007) ou 

principalmente através do complexo NADPH oxidase presente nas células 

endoteliais, macrófagos, músculo liso e células tronco hematopoiéticas e 

mesenquimais da medula óssea. Processos patológicos também produzem 

espécies reativas de oxigênio, como no caso das respostas inflamatórias. 

(Berra et al., 2006; Farrugia, 2012). 

 

Figura 8:  Fontes exógenas e endógenas de espécies reativas de oxigênio e defesas 

antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas. Modificada de Finkel e Holbrook (2000). 

SOD – Superóxido Dismutase; GPx – Glutationa Peroxidase; CAT – Catalase. 

 

 

As espécies reativas de oxigênio, no entanto, podem ser consideradas 

moléculas com funções de segundo mensageiros. Entre as funções fisiológicas 

das ERO estão a regulação da expressão de genes sensíveis aos sinais redox 
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e as alterações da homeostase celular através da síntese de moléculas 

fisiologicamente ativas. Por conseguinte, o meio biológico utiliza as espécies 

reativas de oxigênio, quando em quantidade regular, como vias de sinalização 

celular (Finkel & Holbrook, 2000; Ribeiro et al., 2005; Clempus & Griedling et 

al., 2006). 

 

O estresse oxidativo relacionado ao envelhecimento varia de indivíduo a 

indivíduo, pois depende, além dos fatores genotípicos, do balanço na ingestão 

alimentar de antioxidantes (vitaminas, minerais, compostos fenólicos e outros) 

e pró-oxidantes (excesso de gorduras, etanol e carboidratos), da quantidade de 

ingestão calórica e do nível de atividade física (sedentarismo x fisicamente 

ativo) (Silva & Ferrari, 2011). 

 

O estresse oxidativo refere-se ao desequilíbrio entre a formação e a remoção 

dos radicais livres no organismo, decorrente da diminuição dos antioxidantes 

endógenos, devido a menor formação ou maior consumo, ou do aumento da 

geração de espécies oxidantes. Tudo isso gera um estado pró-oxidante que 

favorece a ocorrência de lesões oxidativas em macromoléculas e estruturas 

celulares (Oga, 2003). 

 

As espécies reativas de oxigênio como ânions superóxido, radicais hidroxila e 

peróxido de hidrogênio são constantemente produzidos como produtos da 

respiração celular. Em quantidades baixas são essenciais para algumas 

funções celulares, como por exemplo, na função imune e vasodilatação. 

Entretanto, em concentrações elevadas são capazes de causar danos às 

proteínas, lipídeos e DNA (Sohal, 1995; Halliwell, 1999; Massudi et al., 2012). 

O dano oxidativo ao DNA é o maior fator relacionado a doenças e ao 

envelhecimento (Chance et al., 1979; Massudi et al., 2012).  

 

Recentemente, foi demonstrado que enzimas envolvidas na produção e 

remoção das ERO são expressas em diversos tecidos, inclusive em células 

vasculares. A produção intencional de ERO parece ser importante para 

promover uma função vascular normal, atuando como moléculas de sinalização 

celular, desde a proliferação de células musculares lisas até o controle de seu 

tônus (Clempus & Griendling, 2006).  
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Normalmente, a quantidade e a magnitude de formação de espécies oxidantes 

são balanceadas pela sua taxa de metabolização ou eliminação. Entretanto, 

quando as células chegam a um limite da capacidade antioxidante, pode haver 

um desequilíbrio entre pró e antioxidantes, ocorrendo o fenômeno de estresse 

oxidativo, induzindo, consequentemente, a um dano celular (Sies, 1991; Touyz, 

2004).  

 

O estresse oxidativo é um importante fator para a iniciação e progressão de 

muitas doenças vasculares incluindo hipertensão, aterosclerose e acidentes 

vasculares, conforme podemos observar na Figura 9 (Cai & Harrison, 2000; 

Madamanchi et al., 2005). 

 

Figura 9: Participação dos radicais livres em diversas doenças. Modificada de Granato 

(2011). 

 

Portanto, o estresse oxidativo tem sido relacionado a diversas condições 

patológicas: aterosclerose (Esterbauer, 1992; Keany & Vita, 1995; Witzum & 

Steinberg, 2001; Singh et al., 2006), doenças neurodegenerativas, incluindo 

doença de Alzheimer (Giasson et al., 2002; Butterfield, 2004), Esclerose 

Amiotrófica Lateral (Sorg, 2004), mal de Parkinson (Cui  et al., 2004) e câncer 

(Loo, 2003; Ribeiro, 2005), hipertensão, hipertrofia cardíaca, trombose, 

restenose (Lassegue et al., 2010) e diabetes (Rojas et al., 2006). 

 

Em mamíferos, são fontes de produção de ERO: as enzimas NADPH oxidases, 
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a cadeia transportadora mitocondrial de elétrons, a família das enzimas óxido 

nítrico sintases, as enzimas metabolizadoras do ácido araquidônico 

(cicloxigenases, lipoxigenases e citocromo P450) e a xantina oxidase (Miller et 

al., 2007). Entretanto, há evidências de que a NADPH oxidase é a principal 

fonte de produção de ERO no sistema cardiovascular (Griendling et al., 1994; 

Miller et al., 2005; Cave et al., 2006). 

 

O complexo enzimático NADPH oxidase (Figura 10) é um dos maiores 

produtores de radicais livres no organismo e está presente nas membranas 

celulares de macrófagos, células endoteliais, neutrófilos, fibroblastos e outras 

células. Sabe-se que há um aumento da produção de radicais livres nas 

doenças cardiovasculares. Logo, ocorre aumento da atividade da enzima 

NADPH oxidase, na qual os radicais são liberados na circulação sanguínea e 

interagem com lipídios, proteínas e principalmente moléculas de DNA (Ryter & 

Tyrrel, 1998; Dworakowski, 2006). 

 

Figura 10: Estrutura da NADPH oxidase. Modificada de Rabelo et al., 2010 e Dusting 

et al., 2005. 

 

As NADPH oxidases são proteínas transmembrana que têm, por excelência, a 

função de transferir os elétrons através das membranas celulares. Geralmente, 
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o aceptor de elétrons é o oxigênio e, dessa forma, em decorrência desse 

processo, gera-se o radical O2
-. (Bernard & Krause, 2007; Barbosa et al., 

2010). Estas enzimas possuem diversas subunidades que variam conforme o 

tecido, com destaque para gp91phox que resultou na formação da família Nox 

(Nonphagocytic NADPH Oxidase), constituída atualmente por sete membros 

(Nox1, Nox2 - formalmente conhecida como gp91phox-, Nox3,Nox4, Nox5, 

Duox1 e Duox2 [Dual oxidase]) (Paravacini & Touyz, 2008; Chen et al., 2008; 

Schappi et al.,2008; Rabelo et al., 2010). 

 

Os principais componentes do complexo enzimático NADPH oxidase, Nox1 e 

Nox4, são altamente expressos nas células vasculares e aumentados durante 

o processo de remodelamento vascular, como na hipertensão e aterosclerose 

(Lassegue & Clempus, 2003). 

 

As espécies reativas normalmente interagem com compostos de baixo peso 

molecular como enzimas antioxidantes ou co-fatores enzimáticos, lipídeos, 

proteínas, ácidos nucléicos e carboidratos. Como consequência, um novo 

radical é gerado, podendo ser ativada na verdade uma reação em cadeia, 

induzindo danos celulares. As ERO são formadas através do mecanismo de 

oxi-redução do oxigênio,  cujo grupo pode ser subdividido em radicais livres, 

estruturas com elétrons desemparelhados altamente reativos e instáveis, como 

ânion superóxido (O2
-), hidroxila (OH-) e óxido nítrico (NO), e em não radicais 

como o H2O2 e o ONOO- os quais possuem uma estabilidade maior, portanto 

menos reativos, apresentando uma meia-vida mais prolongada. Dentre as 

espécies reativas apresentadas, o NO, O2
- e o H2O2  são os principais produtos 

de células do sistema cardiovascular (Miller et al., 2007; Paravicini & Touyz, 

2008).  

 

Apesar de não ser um radical livre, pela ausência de elétrons desemparelhados 

na última camada, o peróxido de hidrogênio (H2O2) tem meia-vida longa, é 

capaz de atravessar camadas lipídicas, pode reagir com a membrana 

eritrocitária e com proteínas ligadas ao ferro (Ferreira & Matsubara, 2007). 

Exerce papel importante no estresse oxidativo por ser capaz de transpor as 

membranas celulares facilmente e gerar o radical hidroxila. O H2O2 é gerado in 

vivo pela dismutação do ânion-radical superóxido (O2
–) por enzimas oxidases 
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ou pela β-oxidação de ácidos graxos. As mitocôndrias são importantes fontes 

de O2 
– e, como a presença deste ânion-radical pode causar sérios danos, elas 

são ricas em enzima superóxido dismutase (SOD) que o converte em H2O2. O 

peróxido de hidrogênio gerado é então eliminado por catalases, glutationa 

peroxidase e peroxidases (Barreiros & David, 2005).  

 

O aumento das ERO devido ao desequilíbrio redox foi constatado nas artérias 

aorta, carótida, mesentérica e coronárias de ratos e camundongos idosos, 

sugerindo que este desequilíbrio está associado ao envelhecimento, com o 

aumento da atividade da NADPH oxidase (Parcher et al., 2007). 

 

O ânion superóxido (O2
-), constitui a espécie reativa de oxigênio primária, pois 

é formado em sistemas biológicos pela primeira redução do oxigênio molecular, 

numa reação catalisada pela enzima NADPH oxidase. Essa reação ocorre 

geralmente nas membranas mitocondriais. É formado principalmente como um 

intermediário nas reações bioquímicas. Uma vez gerado, o O2
- pode agir com 

um radical livre fraco, como elétron redutor ou elétron oxidante. Possui uma 

longa meia-vida que permite sua difusão para o interior da célula (Genestra, 

2007). 

 

Em humanos, a expressão elevada de subunidades proteicas de NADPH 

oxidase está associada ao aumento da produção de íons superóxido (O2
-), e a 

severidade da aterosclerose (Sorescu et al., 2002). 

 

Todos os componentes celulares são suscetíveis à ação das espécies reativas 

de oxigênio, porém a membrana é um dos mais atingidos em decorrência da 

peroxidação lipídica, que acarreta alterações na estrutura e na permeabilidade 

das membranas celulares (Filho et al.,1983; Ferreira, 1997). 

 

O processo de peroxidação lipídica se inicia quando espécies reativas 

abstraem um átomo de hidrogênio do grupo metileno das cadeias de acido 

graxo poli-insaturados das membranas ou de partículas das lipoproteínas, 

formando o radical lipídico. Este por sua vez sofre rearranjo molecular 

formando um dieno conjugado que reage com o oxigênio produzindo radical 

peroxil, o qual na presença de um outro lipídeo ou outro doador de elétron, 
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forma hidroperóxido lipídico e um outro radical lipídico (Stocker & Keaney, 

2004). 

 

O estresse oxidativo provoca, portanto a peroxidação lipídica, e além disso, 

danos oxidativos no DNA e proteínas (Gutteridge & Halliwell, 2010). Acredita-se 

que as ERO sejam causadoras de mais de 20 tipos diferentes de dano ao DNA 

(Slupphaug et al., 2003), como modificações químicas nas bases nitrogenadas, 

formação de sítios abásicos, cross-links DNA-proteína e quebras de fita 

simples ou dupla (Loft & Poulsen, 1996; Ashok et al., 1997) e expulsão de 

micronúcleos de DNA (Wang & Bennett, 2012). Estes danos provocam 

alterações severas no DNA, ocasionando mudanças na expressão gênica e 

favorecendo o desenvolvimento de doenças crônicas (Lee et al., 2004). 

 

 

Como já fora citado, as células estão constantemente expostas a espécies 

reativas de oxigênio, seja por fatores endógenos ou por fatores ambientais, 

logo quando as células sofrem exposição ao estresse oxidativo moderado, a 

maioria dos seus efeitos fisiológicos, estimula mecanismos de reparo e defesas 

celulares. Por conseguinte, a expressão dos genes que codificam as enzimas 

antioxidantes e sistemas de reparo de DNA é aumentada a fim de manter um 

nível fisiológico do estresse oxidativo, que prepara as células contra um 

estresse subsequente. No entanto, a acumulação de estresse leva à 

ineficiência destes mecanismos de proteção de danos levando, 

consequentemente ao envelhecimento, à senescência, e finalmente à morte 

celular. Logo, há dois tipos de estresse oxidativo, o moderado, que ocorre 

regularmente e é regulado pelo organismo através do sistema antioxidante e 

mecanismos de reparo, e, o crônico, no qual ocorre excesso de danos ao DNA, 

às proteínas e lipídios. Neste, os mecanismos de reparo são insuficientes 

acarretando em senescência e apoptose (Linton et al.,2001; Trescases et al., 

2010) (Figura 11). 
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Figura 11:  Efeitos do estresse oxidativo moderado (azul) e crônico (laranja). 

 

Neste contexto, é necessário ressaltar o papel dos antioxidantes para o 

organismo, visto que são substâncias que protegem contra o dano oxidativo, 

mesmo quando presentes em pequena quantidade (Halliwell & Gutteridge, 

1999). Vale destacar alguma delas: Superóxido Dismutase (SOD) que atua 

convertendo o ânion superóxido em peróxido de hidrogênio, Glutationa 

Peroxidase (GPX) que, por sua vez, converte peróxido de hidrogênio em água, 

assim como a enzima Catalase (CAT), cada uma destas tem papel de 

destaque durante a produção de espécies reativas na aterosclerose (Loon et 

al., 2012). 

 

Portanto, em situações fisiopatológicas, como na aterosclerose, ocorre 

aumento exacerbado da produção de espécies reativas de oxigênio, devido a 

um desequilíbrio muito grande entre fatores oxidantes e antioxidantes, 

resultando, entre outros processos, em apoptose celular. 
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1.5 APOPTOSE 

 

O desenvolvimento e a manutenção dos organismos multicelulares dependem 

de uma interação entre as células que o constituem. No desenvolvimento 

embrionário, muitas células produzidas em excesso são levadas à morte, 

contribuindo para a formação dos órgãos e tecidos (Meier et al., 2000; Grivicich 

et al., 2007). 

 

Durante muito tempo, a morte celular foi considerada um processo passivo de 

caráter degenerativo, que ocorre em situações de lesão celular, infecção e 

ausência de fatores de crescimento. Como consequência, a célula altera a 

integridade da membrana plasmática, aumenta o seu volume e perde as suas 

funções metabólicas. Entretanto, nem todos os eventos de morte celular são 

processos passivos. Organismos multicelulares são capazes de induzir a morte 

celular programada como resposta a estímulos intracelulares ou extracelulares 

(Yu et al., 2000; Hengartner et al.,2000; Grivicich et al., 2007). 

 

De um modo geral, a apoptose é um fenômeno bastante rápido, no qual ocorre 

uma retração da célula que causa perda da aderência com a matriz extracelular 

e células vizinhas. As organelas celulares mantêm a sua morfologia, com 

exceção, em alguns casos, das mitocôndrias, que podem apresentar ruptura da 

membrana externa. A cromatina sofre condensação e se concentra junto à 

membrana nuclear, que se mantém intacta. A seguir, a membrana celular 

forma prolongamentos e o núcleo se desintegra em fragmentos envoltos pela 

membrana nuclear. Os prolongamentos da membrana celular aumentam de 

número e tamanho e rompem, originando estruturas que contém o conteúdo 

celular. Estas porções celulares envoltas pela membrana celular são 

denominadas corpos apoptóticos. Os corpos apoptóticos são rapidamente 

fagocitados por macrófagos e removidos sem causar um processo inflamatório. 

Outra característica muito marcante da morte por apoptose é a fragmentação 

internucleossômica do DNA, a qual possui um padrão característico (Saraste et 

al., 2000; Grivicich et al., 2007). 

 

Curiosamente, o termo apoptose tem origem grega e significa “queda das flores 

no outono”. A apoptose é um mecanismo de morte celular, essencial para o 
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desenvolvimento e manutenção dos organismos multicelulares, pelo qual são 

eliminadas células danificadas, envelhecidas e indesejáveis, Este termo foi 

introduzido em 1972 por Kerr e colaboradores, para definir um tipo de morte, 

que morfologicamente se caracteriza por uma diminuição do tamanho da 

célula, uma condensação da cromatina e formação de invaginações de 

membranas das quais resultam vesículas, que são liberadas da superfície 

celular, designadas de corpos apoptóticos, que são subsequentemente 

fagocitados limitando a ocorrência de um processo inflamatório. que se 

distingue morfológica e bioquimicamente da necrose, outra forma bastante 

comum de morte celular. A necrose é considerada um evento caótico e rápido, 

sempre patológico e sem regulação. Na necrose, ocorre ruptura da membrana 

plasmática e liberação do conteúdo celular para o meio extracelular, 

desencadeando processos inflamatórios (Kerr et al., 1972). Essas diferenças 

podem ser observadas na Figura 12 (Cruchten & Broeck, 2002; Favero, 2003). 

 

Figura 12: Apoptose e Necrose – diferenças. Modificada de : 

http://www.celldeath.de/mainfram.htm 

 

 

 

http://www.celldeath.de/mainfram.htm
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Outro processo de morte celular, que é importante ser diferenciado é a 

autofagia. A autofagia é um processo catabólico que envolve a degradação dos 

próprios componentes celulares através da maquinaria lisossomal (Yang & 

Klionski, 2010). É um tipo de resposta importante ao estresse e está 

relacionada a alguns tipos de doenças (Levine & Kroemer, 2008; Kroemer et 

al., 2010; Zhu et al., 2013). O processo de autofagia é estimulado quando há: 

escassez de nutrientes, estresse metabólico, estresse do retículo 

endoplasmático e durante tratamentos contra o câncer (Qiang et al., 2012). 

 

A apoptose desempenha um importante papel no desenvolvimento e na 

homeostasia tecidual, pois durante o desenvolvimento, muitas células são 

produzidas em excesso e eventualmente ocorre morte celular programada 

contribuindo para manutenção do organismo. No contexto fisiológico, a 

apoptose é regulada e balanceada. Quando ocorrem falhas neste equilíbrio, 

condições patológicas tais como defeitos de desenvolvimento, doenças 

autoimunes, neurodegeneração ou câncer são observadas. Além de seu papel 

na homeostasia, a morte celular programada também pode ser desencadeada 

por vários determinantes, tais como radiação gama ou ultravioleta, privação de 

fatores de crescimento, quimioterápicos ou sinalização por receptores de morte 

(Ashkenazi & Dixit , 1998; Jin & El-Deiry, 2005 ). 

 

Várias organelas, como as mitocôndrias, o retículo endoplasmático e os 

lisossomos, além de várias famílias de proteínas, como proteases, caspases, 

calpaínas e catepsinas participam do processo de apoptose (Leist & Jaattela, 

2001), que podem ser desencadeados fora (via extrínseca) ou dentro da célula 

(via intrínseca) (Harada-shiba, 1998). 

 

Conforme citado anteriormente, os processos desencadeadores da apoptose 

podem ser iniciados fora (via extrínseca) ou dentro da célula (via intrínseca) 

(Harada-shiba, 1998). Na via extrínseca são comumente ativados os chamados 

receptores de morte, ativadores de caspases que através de proteólise são 

responsáveis pela maior parte das modificações que ocorrem na apoptose. A 

via intrínseca é iniciada dentro da célula e pode ser induzida por ativação do 

p53, esteroides e danos oxidativos, como ocorre, por exemplo, na 

aterosclerose pela oxidação lipídica (Martin, 2003; Favero, 2003). 
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A morte celular na aterosclerose foi sugerida por Virchow em 1858. O pai da 

patologia celular declarou que a placa aterosclerótica é formada por células 

que  replicam e morrem. Ele chamou esta fase de degeneração fibro-gordurosa 

(fibro-fatty degeneration) (Virchow, 1858). Atualmente, diversos estudos tem 

relacionado aterosclerose e apoptose (Isner et al, 1995; Geng e Libby 1995; 

Han et al., 1995; Hegyi et al., 1996; Kockx et al., 1996; Bjorkerud et al., 1996; 

Newby & George, 1996; Kockx et al., 1998; Bennett et al., 1999; Deshpande et 

al., 2007). 

 

Enquanto níveis baixos de ERO são necessários para a função vascular 

normal, a produção em excesso ou a não remoção deste excesso, em um 

ambiente pró-inflamatório, como na aterosclerose, acaba levando a apoptose 

de alguns tipos celulares, como das células musculares lisas (Papaharalambus 

& Griendling, 2007). 

 

As células musculares lisas, endoteliais, macrófagos e células da circulação de 

pacientes idosos com aterosclerose apresentam, além de encurtamento dos 

telômeros, aumento da fragmentação de DNA, quando comparados com 

pacientes mais jovens. Eventualmente o aumento da fragmentação de DNA 

leva a senescência e apoptose celular (Botto et al., 2001; Martinet et al., 2002; 

Mahmoudi et al., 2008). 

 

Portanto, tendo em vista que tanto a aterosclerose, durante o desenvolvimento 

da placa, quanto o envelhecimento estão envolvidos na produção de espécies 

reativas de oxigênio, nosso estudo visa demonstrar e avaliar os impactos 

oxidativos causados em células de sangue, aorta e medula óssea de 

camundongos ateroscleróticos.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Analisar os impactos oxidativos causados pela aterosclerose e envelhecimento 

em células de aorta, sangue e medula óssea de camundongos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar o nível de glicose no sangue; 

 Constatar e quantificar a formação da placa aterosclerótica; 

 Analisar a produção de ânions superóxido em cortes histológicos de 

aorta; 

 Verificar a produção de ânions superóxido nas células isoladas de 

medula óssea, sangue e aorta através de citometria de fluxo; 

 Verificar a produção de peróxido de hidrogênio nas células isoladas de 

medula óssea, sangue e aorta através de citometria de fluxo; 

 Quantificar o percentual de apoptose nas células isoladas de medula 

óssea, sangue e aorta através do teste de Anexina-FITC-PI pela citometria de 

fluxo; 

 Analisar a fragmentação de DNA, através do ensaio do cometa, em 

células isoladas de medula óssea. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) controle (C57BL/6) e 

ateroscleróticos (ApoE-KO) machos, provenientes do biotério do Laboratório de 

Transgenes e Controle Cardiovascular, pertencente ao Programa de Pós-

Graduação em Ciências Fisiológicas do Centro de Ciências da Saúde da 

Universidade Federal do Espírito Santo (UFES), isogênicos, logo filhos de 

casais irmãos, com baixa variabilidade genética. 

 

Os animais foram mantidos em gaiolas onde receberam água e ração ad 

libitum. Foram submetidos a ciclo de 12 horas claro/escuro, bem como 

temperatura (22±2ºC) e umidade (70%) do ambiente. A utilização dos animais 

foi realizada de acordo com normas estabelecidas pelo Comitê de Ética e 

Pesquisa em Animais - Comissão Técnica Nacional de Biossegurança 

(CTNBio) e a American Physiological Society (APS). O protocolo experimental 

foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Escola Superior de 

Ciências da Santa Casa de Misericórdia de Vitória (CEUA-EMESCAM 

#010/2009). 

 

 

 

 

 

ApoE-KO        2 meses de idade                      Órgãos alvo:             

C57                           Jovens                              Medula óssea                

                                                                             Sangue  

ApoE-KO           18 meses de idade                         Aorta   

C57          Idosos                                            
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Foram utilizados aproximadamente 88 animais, sendo 6 animais para cada 

grupo ApoE-KO e C57 jovens e idosos. Um mesmo grupo de animais foi 

selecionado para citometria de fluxo nos testes de Anexina V-PI, DHE e DCF-

DA (n=24, sendo n=6 para cada grupo jovem e idoso de C57  e ApoE-KO). 

Outro grupo de animais foi submetido ao ensaio do cometa nas células 

mononucleares de medula óssea (n=24) e outro grupo foi selecionado para 

análise da placa aterosclerótica e colesterol total (n=16) e DHE em cortes 

histológicos de aorta (n=24). 

 

 

3.2  DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE COLESTEROL PLASMÁTICO 

  

A análise de lipídeos plasmáticos foi realizada por meio de kit enzimático 

comercial (Bioclin, Brasil) de acordo com as instruções do fabricante. 

 

Os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina (91/9.1 mg/kg) e, em 

seguida, o sangue foi coletado via punção intracardíaca. O sangue foi 

centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm para separação do soro. O colesterol 

total foi determinado após hidrólise enzimática e oxidação das amostras de 

soro. O indicador quinoneimina é formado a partir do peróxido de hidrogênio e 

4-aminofenazona na presença do fenol e peroxidase, obtendo-se assim uma 

coloração rosa em intensidade proporcional à quantidade de colesterol da 

amostra. A leitura das amostras foi realizada no espectrofotômetro (Biospectro 

SP-220) a 500nm. 

 

 

3.3 ANÁLISE DO NÍVEL DE GLICEMIA  

 

Com a finalidade de excluir outro parâmetro metabólico que poderia ser afetado 

pelo envelhecimento e principalmente pela aterosclerose, foi determinado o 

nível de glicose sanguínea através de glicômetro digital (Prestige IQ, Home 

Diagnostics, Florida, EUA). Para isso, uma amostra de sangue da cauda dos 

animais foi coletada e colocada em tiras reagentes para leitura no glicômetro. 

Para eliminar possíveis erros de leitura, utilizamos como controle corretivo tiras 

padrão fornecidas pelo próprio fabricante (as variações de leitura foram desta 
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forma corrigidas).  

 

 

3.4 HISTOLOGIA DE ARTÉRIA AORTA 

 

Foram realizados cortes histológicos de artéria aorta torácica. Para isso, os 

camundongos foram anestesiados com ketamina/xilazina (91/9.1 mg/kg), logo 

após foi feita uma incisão torácica que permitiu a exposição do coração. Em 

seguida, foi realizada uma pequena incisão no átrio direito e rapidamente 

infundida solução salina tamponada (PBS – pH 7,4) acrescida de 

paraformaldeído 4% (0,1M, pH 7,4) no ventrículo esquerdo a uma pressão 

constante de 100 mmHg. Para montagem histológica, o excesso de tecido 

conjuntivo foi retirado e a aorta emblocada em OCT gel congelante 

(Optimum cutting temperature) e posteriormente colocado no freezer. Para 

efetuar os cortes histológicos os órgãos  foram posicionados de forma que se 

obtivesse cortes de 8um de espessura em micrótomo criostato (Leica). Os 

cortes foram colocados em uma lâmina previamente gelatinizada. 

Posteriormente, os cortes foram corados com Oil red O e DHE e submetidos à 

captura de imagem com câmera fotográfica acoplada a um microscópio Nikon 

(EUA). 

 

 

3.5 PREPARO DA AORTA EN FACE PARA ANÁLISE DE DEPOSIÇÃO 

LIPÍDICA 

 

Os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina (91/9.1 mg/kg)  e 

posteriormente, perfundidos, através do ventrículo esquerdo, com solução 

tampão de fosfato (PBS, pH 7,4; 0,1M). Foi retirada a artéria aorta e o tecido 

adiposo removido, em seguida, a aorta foi aberta longitudinalmente para 

coloração em face com Oil red-O (Sigma Aldrich, St. Louis. MO, EUA) para 

detecção de lipídeos neutros. As aortas ficaram submersas em solução de 

coloração por 1 minuto e, em seguida, foram lavadas em água por 5 minutos 

para remoção do excesso de corante. As imagens foram capturadas através de 

lupa de alta definição acoplada com câmera Canon. A quantificação dos 

lipídeos foi realizado através do software Image-J (Image-J 1.35 d, NIH, 
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Bethesda, USA). 

 

3.6 COLETA DE SANGUE 

 

Os animais foram anestesiados com Ketamina Xilasina (91/9.1 mg/kg) e o 

sangue coletado por punção intracardíaca. Para tanto, os animais foram 

colocados em decúbito lateral. Em seguida, uma agulha de 26-gauge, acoplada 

a uma seringa plástica heparinizada de 1 ml, foi inserida pelo espaço 

intercostal até o coração e o sangue lentamente coletado (Figura 13). 

Imediatamente após a coleta, o sangue foi acondicionado em microtubos 

contendo o anticoagulante heparina, sendo 200 µl destinados à realização da 

citometria de fluxo. 

 

Figura 13: Coleta intra-cardíaca de sangue (A-C) e lise de hemácias (D-F) para 

análise por citometria de fluxo e lise das hemácias (D-F). 

 

 

3.6.1 Lise do sangue  

 

Após a coleta do sangue diretamente do coração, foi separada uma amostra de 



59 
 

200ul para análise por citometria de fluxo após a lise de hemácias. Para tal, 

foram adicionados 2ml de solução de lise pré-aquecida a 37ºC (BD Pharm 

Lyse, # 555899) aos 200ul de sangue (Figura 12 D-F), previamente separados, 

e imediatamente foram vortexados. A solução de lise (10X) foi diluída (1X) com 

água destilada e mantida em temperatura ambiente. Em seguida, o tubo foi 

incubado em estufa a 37ºC por 5 minutos. Decorrido este tempo, a reação foi 

parada acrescentado-se 2ml de PBS ao tubo. Passado este tempo o tubo foi 

centrifugado por 10 minutos a 1200rpm (Eppendorf: Centrifuge 5702). Logo 

após a centrifugação o sobrenadante foi desprezado e foi adicionado 2ml de 

solução de PBS (PBS: Phosphate Buffered Saline) com 1% de soro fetal bovino 

(FBS: Fetal Bovine Serum)  e novamente centrifugado por 10 minutos a 

1200rpm. Logo após, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido 

em 1ml de PBS com soro fetal bovino. É importante ressaltar que este 

procedimento de lise foi feito 2 vezes seguidas para o sangue. As células foram 

mantidas a 4ºC até a marcação para análise por citometria de fluxo. Uma 

alíquota foi separada para contagem em câmara de Neubauer.  

 

 

3.7 ISOLAMENTO DE CÉLULAS DA MEDULA ÓSSEA 

 

Os fêmures e as tíbias dos animais foram removidos, assim como o excesso de 

músculo e tecido conjuntivo ao redor dos ossos. As epífises foram cortadas 

para exposição do canal medular. Para remoção da medula óssea, uma agulha 

de 26-gauge acoplada a uma seringa plástica de 1 ml foi inserida na cavidade 

medular para retirada da medula óssea através de flush utilizando meio de 

cultura DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium; Sigma). A suspensão de 

medula óssea foi homogeneizada e centrifugada a 1200 rpm por 10 minutos 

(Eppendorf: Centrifuge 5702). O sobrenadante foi desprezado, e as células 

ressuspendidas em solução de lise de hemácias (BD Pharm Lyse, # 555899).  

 

Para isso, foram adicionados 2 ml de solução de lise 1X ao tubo contendo o 

precipitado de células da medula. Em seguida, os tubos foram vortexados e 

incubados, em temperatura ambiente, por 15 minutos para rompimento de 

hemácias. As amostras foram centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos e o 

sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e descartado. Em seguida, o pellet 
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foi ressuspendido em 2 ml de PBS acrescido de 1% de FBS inativado (PBS-

iFBS) para lavar o excesso de solução de lise e as amostras novamente 

centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos. As amostras de medula óssea, assim 

como as de sangue, foram incubadas duas vezes com solução para lise de 

hemácias, portanto os procedimentos descritos acima foram realizados duas 

vezes. Por fim, o sobrenadante foi aspirado  e as células ressuspendidas em 1 

ml de PBS-iFBS e mantidas a 4ºC até a marcação para análise por citometria 

de fluxo. Uma alíquota foi separada para contagem em câmara de Neubauer 

Este procedimento está demonstrado na figura 14. 
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Figura 14: Isolamento de células da medula óssea. A e B) Retirada do fêmur e tíbia. 

C) Remoção do excesso de tecidos conjuntivos. D) Fêmur e tíbia em meio de cultura 

DMEM. E) Corte das epífises dos ossos para fazer o flush. F) Flush da medula óssea. 

G e H) Centrifugação e solução de lise de hemácias. I) Pellet de células da medula 

óssea. J) Contagem em câmara de Neubauer. 

 

Para o protocolo do Ensaio do Cometa, após a centrifugação da suspensão 

obtida do flush de medula óssea com o meio de culura  DMEM, o sobrenadante 

foi descartado e as células, no fundo do tubo, foram homogeneizadas em 4 ml 

de meio de cultura DMEM. Em um outro tubo falcon foram adicionados 4ml de 

gradiente de densidade Histopaque 1083® (SIGMA ALDRICH), que consiste de 

uma solução de polisacarose e diatrizoato de sódio com densidade de 1,083 

g/ml, específico para células de ratos e camundongos.  

 

A função do gradiente de densidade é separar em diferentes camadas as 

células mononucleares (células tronco, linfócitos e monócitos), granulócitos, 

plaquetas e eritrócitos. Os 4ml de células com meio de cultura foram pipetados 

e colocados delicadamente no outro tubo pela parede sobre o gradiente de 

densidade Histopaque, com muito cuidado para não misturar as duas fases.  

 

Os tubos contendo 4ml de células com meio de cultura e 4ml de gradiente de 

densidade Histopaque, totalizando um volume final de 8ml de solução, foram 

então levados para centrífuga (Eppendorf 5702) com rotor swing-bucket, sem 

freio, por 30 minutos a 1500rpm.  

 

Durante a centrifugação, os eritrócitos e os leucócitos granulócitos atravessam 

a fase orgânica, que consiste o gradiente de densidade Histopaque, e 

sedimentam no fundo do tubo. A “nuvem” de células mononucleares encontra-

se na interface entre as duas soluções e, as plaquetas e proteínas plasmáticas 

localizam-se na fase aquosa (fase superior).  

 

Observa-se um anel celular na interface entre as fases orgânica (Histopaque, 

fase inferior) e aquosa (fase superior), onde estão presentes as células 

mononucleares. O anel de células mononucleares formado entre o meio de 

cultura e o gradiente de densidade foi imediata e delicadamente coletado 

utilizando-se uma pipeta Pasteur de vidro e colocado em um novo tubo falcon.  
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O gradiente de densidade Histopaque é extremamente tóxico para as células, 

por isso, quando as células mononucleares são coletadas do tubo, é normal 

que esta contenha também resíduos deste gradiente. Logo, foi necessário 

centrifugar as células por 10 minutos a 1200 rpm e em seguida adicionar uma 

solução salina tamponada (Phosphate Buffer Solution - PBS 10%) para lavar o 

excesso de gradiente. A lavagem foi repetida três vezes para garantir a 

remoção completa de qualquer vestígio de gradiente de densidade. A última 

etapa consistiu em retirar todo excesso de PBS após a última lavagem e 

ressuspender as células em 1ml de DMEM. 

 

 

3.8  ISOLAMENTO DE CÉLULAS AÓRTICAS 

 

Após a perfusão dos animais com PBS pH 7.4 a aorta torácica foi removida 

cuidadosamente e transferida para uma placa de Petri contendo 2 ml de 

solução salina balanceada de Hank (HBSS: Hank´s Balanced Salt Solution) 

aquecida (37ºC), onde procedeu-se a remoção de tecidos gordurosos e foi feita 

a limpeza superficial para retirada de tecido conjuntivo adjacente.  

 

Em seguida, a aorta foi lavada duas vezes com HBSS, transferida para outra 

placa de Petri contendo 1000 µl de HBSS aquecido e cortada longitudinalmente 

para remoção mecânica do endotélio. Para isso, foi feito um flush na aorta com 

500 µl de HBSS aquecido utilizando um pipetador automático de 200 µl. Em 

seguida, a aorta e a solução foram transferidas para um microtubo que foi 

mantido em estufa a 37ºC por 30 minutos. Decorrido este tempo, a aorta foi 

removida e a suspensão de células obtida foi centrifugada a 1200 rpm por 15 

minutos e concentrada em 1 ml de HBSS. Após esta etapa, as células 

permaneceram acondicionadas em estufa (37ºC) até o momento do 

experimento. Uma alíquota foi separada para contagem em câmara de 

Neubauer. O protocolo descrito está demonstrado na figura 15 a seguir. 
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Figura 15: Isolamento da artéria aorta para coleta de células endoteliais. As figuras A 

e B mostram a abertura da caixa torácica. As figuras C, D e E mostram a agulha 

sendo inserida na câmara cardíaca e a perfusão com PBS. As figuras F e G 
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demonstram o isolamento da artéria aorta na lupa. As figuras H e I mostram a artéria 

aorta já isolada e dissecada. As figuras J e K mostram a aorta já removida com o 

coração e sem o coração respectivamente. 

 

 

3.9  QUANTIFICAÇÃO EM CÂMARA DE NEUBAUER 

Antes de serem submetidas à citometria de fluxo, as células de sangue, aorta e 

medula óssea foram contadas em câmara de Neubauer para uma correta 

estimativa do número de células. A contagem das células em câmara de 

Neubauer, também denominada de hemocitômetro, é um método manual 

tradicional que permite estimar o número de células por mililitros da suspensão.  

 

A câmara de Neubauer é um tipo especial de lâmina de microscópio composta 

por duas câmaras de contagens separadas por uma depressão transversal. 

Cada câmara contém uma superfície espelhada quadriculada de dimensão 3x3 

mm.  A região quadriculada é dividida em nove quadrantes, cada qual de 

dimensão 1x1 mm. Os quadrantes utilizados para a contagem são os quatro 

quadrantes externos. Quando cobertos, por uma lamínula específica da 

câmara, cada quadrante confere um volume de 0,1mm3, ou 1x104 ml. A 

contagem total do numero de células é realizada nos quatro quadrantes das 

duas câmaras de contagem. Foram feitas 3 contagens e a média do número de 

células foi calculado. 

 

A câmara de Neubauer também foi utilizada para estimativa da viabilidade 

celular, procedimento indispensável em diferentes situações de manipulação 

das células. Para a contagem foi estabelecida a diluição de 40 vezes da 

amostra obtida, logo foram pipetados 10 ul da suspensão de 1ml de células e 

adicionados 90 ul de PBS. Dessa mistura foram pipetados 10 ul e adicionados 

em um novo microtubo contendo 10ul de azul de tripano.  

 

Novamente foram pipetados 10ul dessa amostra e colocados em um novo tubo 

contendo 10ul de solução de Turk, que promove a lise das hemácias e 

plaquetas. Foram retirados 10 ul dessa amostra e colocados na câmara de 

Neubauer para contagem no microscópio óptico (Nikon) em aumento de 40X  
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O corante azul de tripano é usado para análise de viabilidade celular, as células 

mortas têm sua membrana celular danificada por isso incorporam o corante e 

tornam-se azuis. As células que apresentaram coloração azul escuro foram 

contadas como células mortas e as de coloração clara foram contadas como 

vivas. 

 

Este protocolo foi realizado objetivando utilizar sempre 106 células nas 

marcações analisadas por citometria de fluxo. As amostras de sangue, aorta e 

medula óssea forneceram sempre 107 células/ml. 

 

 

3.10 A CITOMETRIA DE FLUXO 

 

A citometria de fluxo é uma ferramenta que proporciona de maneira rápida e 

objetiva a determinação das características físicas, biológicas e químicas das 

células. Essa metodologia permite a análise de um grande número de células 

em um curto período de tempo. Portanto, todo material biológico, com tamanho 

entre 0,2 e 50um, que contém células ou partículas em suspensão pode ser 

analisado por citometria de fluxo. 

 

A citometria de fluxo é uma tecnologia que mede simultaneamente e, em 

seguida, analisa várias características físicas das partículas individuais, 

geralmente células, à medida que passam pela corrente fluida através do feixe 

de luz. As propriedades medidas incluem o tamanho relativo de uma partícula, 

granulosidade ou complexidade interna e intensidade de fluorescência. 

 

Foi utilizado um citômetro de fluxo FACSCanto II (Becton Dickinson 

Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA) acoplado a um computador.. 

Foram adquiridos 30.000 eventos de cada amostra (10.000 eventos em 

triplicata) e os dados coletados foram analisados pelos softwares BDFACSDiva  

e FCSExpress (De Novo Software, Los Angeles, CA, USA). No citômetro de 

fluxo, as células são analisadas de acordo com suas propriedades físicas e 

químicas como tamanho e complexidade interna ou granulosidade, e 

intensidade de fluorescência que é proporcional à quantidade de marcação 

pela sonda fluorescente utilizada (DCFH-DA, DHE, FITC, PI, APC).  
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Ao iniciar o citômetro, as bolhas de ar foram retiradas do sistema fluídico para 

evitar a aquisição de erros nas leituras das amostras. Antes de adquirir as 

amostras, foi utilizado o reagente CS&T (Cytometer Setup and Tracking; BD) 

para ajustar as voltagens dos tubos fotomultiplicadores e avaliar sua 

sensibilidade. Este reagente é utilizado para manutenção do padrão de 

qualidade das leituras e permite a reprodutibilidade dos resultados obtidos pelo 

citômetro. Além disso, após cada aquisição, foi feita a limpeza do tubo de 

injeção de amostra (SIT: Sample Injection Tube), pois pequenas quantidades 

de fragmentos residuais de células existentes no circuito poderiam contaminar 

a próxima amostra a ser processada. 

 

Para todos os protocolos de citometria de fluxo, as células foram visualizadas 

em gráfico de pontos (dot plot) bidimensional onde foram analisados os 

parâmetros de tamanho ou volume relativo (FSC) e granulosidade ou 

complexidade interna (SSC), em escala linear, para identificação das 

populações celulares e exclusão de debris. Em seguida, realizou-se um gate 

eletrônico único em torno das células de interesse para excluir células inviáveis 

da região analisada (Figura 16). Além disso, foram feitos histogramas e dot 

plots para análise em escala logarítmica de cada marcador fluorescente 

utilizado em cada protocolo.  

 

 

Figura 16: A figura mostra um dot plot típico de células totais da medula óssea, no 

qual há o gate de células mononucleares. 
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Cada amostra foi lida em triplicata e, de cada uma, foram adquiridos 10.000 

eventos (30.000 células/animal). Os valores referentes à produção de espécies 

reativas de oxigênio foram avaliados por meio da media da intensidade de 

fluorescência emitida pela população de células analisada. Este valor é dado 

pelo aparelho e foi esta unidade utilizada para se avaliar a intensidade de 

fluorescência das células.  

 

3.10.2 Funcionamento do Citômetro de Fluxo 

 

Dados de fluorescência foram coletados em escala logarítmica. As 

fluorescências do FITC e do DCFH-DA foram captadas pelo filtro de 530/30 

(530±15) nm e medidas pelo detector E (octógono); as fluorescências do PI e 

do DHE foram captadas pelo filtro de 585/42 (585±21) nm e medidas pelo 

detector D (octógono) e a fluorescência do APC foi captada pelo filtro de 

660/20 (660±10) nm e medida pelo detector C (trígono). É importante destacar 

que nos protocolos em que foram utilizados dois marcadores simultaneamente 

(apoptose), foi realizada a compensação das fluorescências com o objetivo de 

minimizar a interferência da luz emitida e captada pelos tubos 

fotomultiplicadores.  

 

 

3.11 IDENTIFICAÇÃO DE CÉLULAS ENDOTELIAIS 

 

Após o isolamento das células de aorta, foi retirada uma alíquota para 

identificação e confirmação de células endoteliais por análise imunofenotípica 

para identificação de antígenos específicos expressos na superfície celular. 

Para isso foi utilizado o anticorpo anti-CD31 (BD/Pharmingen), fortemente 

expresso na superfície de células endoteliais, conjugado a aloficocianina 

(APC). A imunoglobulina isotipo-específica, não reagente, marcada com o 

mesmo fluorocromo (anti-rat IgG2a-APC; BD/Pharmingen) foi utilizada como 

controle. 

 

Dois tubos de citometria de fluxo foram separados e identificados para cada 

animal. No primeiro foram colocados 5μl do anticorpo controle (IgG2a-APC) e 

no segundo a mesma quantidade do anticorpo marcador, ou seja, 5μl de CD31-
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APC. Em seguida, foram adicionadas aproximadamente 106 células isoladas da 

aorta em cada tubo e as amostras foram incubadas no escuro por 20 minutos. 

Decorrido este tempo, as células foram lavadas em PBS para remover o 

excesso de anticorpo e, por fim, foi feita a aquisição de 30.000 eventos no 

FACSCanto II e os dados foram analisados com auxílio do software 

BDFACSDiva (Bencton Dickinson).  

 

 

3.12 DETERMINAÇÃO DA VIABILIDADE E APOPTOSE (ANEXINA) 

 

Para determinação de viabilidade celular foi utilizada marcação com anexina V 

e PI, seguida de análise em citômetro de fluxo. Este ensaio consiste na ligação 

eficiente da proteína anexina V aos resíduos do fosfolipídio fosfatidilserina (FS). 

Na célula viável, estes resíduos se encontram na face interna da membrana 

plasmática. Entretanto, quando o processo de morte celular programada 

(apoptose) é iniciado, estes resíduos são rapidamente translocados para a face 

externa da membrana, permitindo a ligação da proteína anexina V conjugada a 

um fluorocromo. O PI, marcador padrão de viabilidade, é usado para distinguir 

células viáveis de não-viáveis, uma vez que células viáveis com membrana 

intacta são capazes de excluir o corante, enquanto que membranas de células 

mortas ou danificadas são permeáveis. Além disso, o PI é usado em conjunto 

com a anexina V para permitir a identificação de células em estágio inicial de 

apoptose.  

 

O PI penetra em células, nas quais há perda da integridade da membrana 

celular, enquanto que células marcadas apenas com Anexina V-FITC indicam 

morte apoptótica. Já as células marcadas com ambos os fluorocromos 

representam a porcentagem de células nos estágios finais de apoptose. 

 

Foram retiradas alíquotas de 200ul de células e estas, centrifugadas por 10 

minutos a 1200rpm. Em seguida, ressuspendidas em  400ul de tampão Binding 

Buffer 10% (10mmol HEPES, NaOH, pH7,4, 140mmol NaCl, 2,5mmol CaCl2) 

na concentração de 1x106 células/ml.  A seguir, 100μl desta solução (1x105 

células) foram transferidos para um novo tubo, onde receberam 2,5μl de 

anexina V-FITC e 2,5μl de PI. As células foram incubadas por 15 minutos, a 
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temperatura ambiente (25ºC), na ausência de luz. Para controle positivo foi 

utilizado peróxido de Hidrogênio (H2O2). Posteriormente às marcações, os 

tubos foram centrifugados por 10 minutos a 1200 rpm e por fim, 400μl de PBS 

com 10% Soro Fetal Bovino foram adicionados a cada tubo e as amostras 

analisadas em citômetro de fluxo FACSCantoII (BD). Este ensaio determina a 

proporção de células vivas (anexina V-/PI-); células em estágio inicial de 

apoptose onde ocorre apenas a exposição da FS na face externa da 

membrana plasmática com consequente marcação com a anexina V (anexina 

V+/PI-); células em estágio tardio de apoptose ou em necrose onde além da 

exposição da FS, a membrana plasmática sofre colapso e se torna permeável 

ao PI fazendo com que a célula possua dupla marcação (anexina V+/PI+). O 

resultado é um gráfico de dot plot com quadrantes Q1, Q2, Q3, Q4 sendo, 

(Figura 17):  Q1: positiva apenas para PI – células com dano; Q2: Apoptose 

(positiva para Anexina e PI); Q3: células viáveis (negativa para Anexina e PI); 

Q4: apoptose precoce (Positiva para Anexina e negativa para PI). Observe na 

figura 24 abaixo. Para cálculo da taxa de apoptose total foram somados 

quadrantes Q2+Q4. A análise dos dados foi realizada com auxílio do software 

DIVA e FCS Express 4 Flow Research Edition. 

 

Figura 17: Representação da marcação com Anexina-FITC e gráfico típico de dot plot 

obtido da marcação com Anexina, com quadrantes Q1 (células com dano), Q2 

(Apoptose), Q3 (células viáveis) e Q4 (apoptose precoce). 
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3.13 MEDIDA DE ESTRESSE OXIDATIVO PELA DETERMINAÇÃO DOS 

NÍVEIS DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (DHE E DCF) 

 

Os níveis de espécies reativas de oxigênio (ERO) foram medidos por citometria 

de fluxo através da fluorescência emitida pela diclorofluoresceína (DCF-DA) e 

pelo etídeo, que são produtos da oxidação do diacetato de 

diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA) e do dihidroetídeo ou hidroetidina (DHE), 

compostos sensíveis, principalmente, ao peróxido de hidrogênio (H2O2) e aos 

ânions superóxido (O2
-), respectivamente. O H2DCFDA é um éster, não-

fluorescente, internalizado pelas células e que se incorpora às regiões 

hidrofóbicas. Após entrar na célula, o H2DCFDA perde o grupo diacetato, pela 

ação de esterases intracelulares, resultando na formação de 

diclorodihidrofluoresceína (DCFH), que pode ser oxidado a diclorofluoresceína 

(DCF), composto altamente fluorescente. Outras ERO, como óxido nítrico (NO), 

ânion peroxinitrito (ONOO-) e radical peroxil (ROO-) podem oxidar o DCFH. O 

DHE, forma reduzida do brometo de etídeo, também entra livremente na célula 

e é relativamente mais sensível ao O2
-, entretanto pode reagir com outras ERO, 

como o radical hidroxila (OH-), para formar etídeo. No citoplasma, o DHE é um 

fluorocromo azul (420nm), entretanto quando oxidado à etídeo, este se liga ao 

DNA causando a amplificação da fluorescência vermelha (518-605nm).  

 

Para este experimento as células foram ressuspendidas em 1ml de PBS na 

concentração de 1x106 células/ml. As amostras foram incubadas, no escuro, 

com 20ul de solução de DCF-DA (20mM) e 20 ul de DHE (1,25mM), por 30 

minutos à 37ºC e, em seguida centrifugadas por 10 minutos a 1200rpm. O 

sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 400ul de 

PBS com 10% de SFB. A aquisição dos dados foi realizada com citômetro de 

fluxo FACSCanto II equipado com laser de 488nm. Os sinais foram obtidos 

utilizando filtros de 585nm para etídeo e 530nm para DCF-DA. O controle 

positivo foi obtido a partir de células incubadas com 50µM H2O2 por 5 minutos, 

enquanto que para o controle negativo, as amostras celulares foram incubadas 

apenas em PBS. A análise dos dados foi realizada com auxílio do software 

DIVA, pela determinação da intensidade média de fluorescência de 10.000 

células.  
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3.13.1  Análise de DHE em cortes histológicos de aorta 

 

Foi utilizada marcação das células com Dihidroetídeo para detecção de ânions 

superóxido. Uma vez internalizada a hidroetidina é desidrogenada em etídeo, 

que é um intercalante de DNA. O DHE quando em contato com o ânion 

superóxido forma um produto fluorescente vermelho (etídeo).  

 

Para detecção da produção de ânions superóxido as lâminas foram lavadas 

com solução de Krebs-Hepes para remover o OCT e incubadas nesta mesma 

solução por 30 minutos a 37ºC cobertas com parafilme para impedir o 

ressecamento.  

 

Após esse procedimento as lâminas foram secas com auxilio de um secador e 

posteriormente incubadas com solução de DHE por 30 minutos a 37ºC. As 

lâminas foram então seladas com solução de montagem e visualizadas em 

microscópio de fluorescência no comprimento de onda de 563nm. As imagens 

foram adquiridas em microscópio de fluorescência (Nikon Ti-S, EUA) equipado 

com filtro de comprimento de onda de 585nm (G-2E/C; Nikon, EUA) e câmera 

digital (Ds-Ri1; Nikon, EUA), e os dados de intensidade média de fluorescência 

analisados utilizando o software Nis Elements (Nikon, EUA). 

 

 

3.14 ENSAIO DO COMETA PARA ANÁLISE DE FRAGMENTAÇÃO DO DNA 

DE CÉLULAS DA MEDULA ÓSSEA 

 

A eletroforese alcalina em gel de única célula (SCG – single cell gel), 

conhecida como ensaio do cometa é usada para investigar a genotoxidade de 

produtos químicos industriais, biocidas, agroquímicos e farmacêuticos. Ostling 

e Johanson desenvolveram a técnica em 1984 usando um pH neutro que 

limitava seus experimentos (Ostling & Johanson, 1984). Porém Singh em 1988 

aprimorou a técnica utilizando o pH >13 básico que aumenta a velocidade de 

migração do DNA. (Singh et al., 1988;Tice et al., 2000).  

 

O princípio básico do ensaio do cometa é a migração da molécula de DNA em 



72 
 

um gel de agarose em condições de eletroforese. Quando vista no microscópio, 

a célula tem a aparência de um cometa, com uma cabeça (região do núcleo) e 

uma cauda contendo fragmentos de DNA que migram em direção ao pólo 

positivo. 

  

Dentre os vários protocolos, o que apresentou melhor resultado foi o de pH > 

13, pois possibilita detectar no DNA quebras de fita simples e dupla, sítios 

abásicos, crosslinks de DNA/DNA e DNA/Proteínas entre outros. 

 

O ensaio do cometa pode ser aplicado em qualquer tipo de tecido desde que 

as células tenham núcleo. Ratos e camundongos são as espécies mais 

utilizadas neste tipo de experimento.  Os passos básicos do ensaio incluem 

preparação das lâminas de microscópio embebidas em agarose, lise das 

membranas celulares para que haja liberação do DNA, desenovelamento da 

fita de DNA, eletroforese, neutralização, marcação do DNA e análise.  

 

Todos os reagentes utilizados no experimento foram preparados frescos e todo 

procedimento foi realizado em ambiente com pouca luz para evitar danos ao 

DNA das células, uma vez que estes estavam expostos e sujeitos a ação de 

enzimas. 

 

Foram utilizadas lâminas de microscópio convencionais com a ponta fosca para 

identificação. Antes de começar o experimento as lâminas foram higienizadas 

com álcool 70% e secas com um papel macio. A agarose Normal Melting (NMA 

- GIBCO) foi preparada na concentração de 1,5% em PBS e colocada sobre a 

lâmina com auxílio de uma pipeta de 1ml.  As lâminas cobertas com agarose 

foram levadas à geladeira para secar por até 24 horas. Após a secagem das 

lâminas foram colocadas sobre elas uma mistura de células (5ul) com a 

agarose especial (75ul), de baixo ponto de fusão – Low Melting Point (LMP- 

GIBCO, 0,5%) preparada cuidadosamente em banho-maria (37ºC). Por fim, 

foram colocadas as lamínulas e as lâminas foram mantidas em geladeira para 

secagem (4ºC). 

 

Após a solidificação da agarose em geladeira, as lamínulas foram gentilmente 

retiradas e as lâminas foram colocadas em uma cuba vertical (Figura 25) 
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contendo solução de lise (100mM de EDTA, 2,5M de cloreto de sódio e 10mM 

de Tris-base / 1% de Triton e 10% de DMSO adicionados na hora do uso, pH 

10), que tem como objetivo lisar as membranas plasmáticas e nucleares das 

células, expondo o DNA.  

 

A cuba foi mantida na geladeira por no mínimo 1 hora. A solução de lise foi 

mantida gelada desde o inicio do procedimento para evitar o descolamento do 

gel de agarose nas lâminas. 

 

Após a etapa de lise as lâminas foram transferidas para a cuba de eletroforese 

horizontal contendo solução tampão de eletroforese (1mM de EDTA e 300mM 

de hidróxido de sódio, pH >13), por 20 minutos, em ambiente escuro, com o 

objetivo de descondensar a molécula de DNA antes de ser submetida a corrida.  

Após o desenovelamento das fitas de DNA, a cuba foi ligada e a eletroforese 

transcorreu a 25V e 300mA, por  um período de 25 minutos a baixa 

temperatura e protegida da luz. 

 

Após a eletroforese as lâminas foram retiradas da cuba e colocadas em um 

recipiente contendo solução de neutralização (Tris-base pH 7,5) por 5 minutos. 

Ao fim dos 5 minutos as lâminas foram transferidas para outro recipiente 

contendo água destilada por 5 minutos, a água é necessária para retirada do 

excesso de solução de neutralização. Este procedimento foi repetido três 

vezes. 

 

As lâminas foram colocadas para secar por 2 horas na estufa a 37ºC ou 

overnight. No dia seguinte foram fixadas com metanol por 2 minutos para 

serem coradas com brometo de etídio e analisadas em microscópio de 

fluorescência. 

 

Em cada lâmina foram adicionados 70ul de Brometo de Etídio a 2ug/ml, 

cobertas com lamínulas. As lâminas coradas foram armazenadas em um 

recipiente resfriado e protegido da luz e levadas imediatamente para análise 

em Microscópio de Fluorescência (Nikon Ti-S, USA).  

 

No microscópio de fluorescência foram contadas aleatoriamente, em um campo 
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pré-estabelecido, 100 células por cada lâmina, sendo que foram montadas para 

cada animal três lâminas. Destes dados calculamos a média. 

 

A contagem das células com danos no DNA foi feita de maneira qualitativa 

observando-se o tamanho da cauda do cometa. Os danos no DNA foram 

classificados por cinco níveis de fragmentação de DNA: 0, 1, 2, 3 e 4.  

 

Sendo: 

Nível 0 – Sem fragmentação de DNA 

Nível 1 – Nível baixo de fragmentação 

Nível 2 – Nível moderado de fragmentação  

Nível 3 – Nível alto de fragmentação de DNA 

Nível 4 – Severo  

 

Foi calculado o Score através da somatória dos danos encontrados 

multiplicando cada classe de dano pelo número de células com o dano 

correspondente encontrado em cada animal.  

 

Exemplo: 

 

Score = Exemplo: animal ApoE idoso - 0x30 + 1x24 +2x87 +3x114 +4x45 = 720 

Foram feitas as médias de cada animal para posteriormente calcular a média 

geral. Também foi calculado o percentual de danos em cada classe (0,1,2,3 e 

4). 

 

 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados estão expressos como média±EPM. Para análise estatística, foi 

utilizado o teste ANOVA de 2 vias, seguido do post hoc de Fisher, com * p < 

0,05 **p<0,01. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 COLESTEROL PLASMÁTICO 

 

Com o objetivo de demonstrar que o modelo ApoE-KO apresenta 

hipercolesterolemia, o colesterol plasmático total foi dosado utilizando kit 

comercial da Bioclin. Conforme esperado, os camundongos ApoE-KO idosos 

apresentaram níveis elevados de colesterol total em comparação ao grupo C57 

idoso (ApoE-KO idosos 517mg/dl vs C57 idosos 91,42mg/dl). Ainda, os animais 

ApoE-KO jovens apresentaram também maiores niveis de colesterol que os 

C57 jovens (ApoE-KO jovens 456,14mg/dl vs C57 jovens 71,85mg/dl). Na 

comparação intragrupo, não observamos diferença no nível de colestrol entre 

ApoE-KO idosos e ApoE-KO jovem (ApoE-KO jovens 456,14mg/dl vs ApoE-KO 

idosos 517mg/dl), assim como também não observamos diferença entre grupo 

C57 idoso e C57 jovem (C57 jovens 71,85mg/dl vs C57 idosos 91,42mg/dl). Os 

dados estão representados pela figura 18. 

 

Figura 18:  Niveis comparativos de colesterol total plasmático em camundongos 

jovens e idosos C57 e ApoE-KO alimentados com dieta regular. Barras brancas 

representam animais jovens C57 e ApoE-KO. Barras cinza representam animais 

idosos C57 e ApoE-KO. Os valores indicam média±EPM. ** p<0,01 vs. C57 Jovem e 
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Idoso (Anova 2 vias, seguida de post hoc de Fisher). 

 

 

4.2 NÍVEL DE GLICOSE NO SANGUE 

 

Os níveis de glicose encontrados nos grupos foram similares e não foi 

encontrada diferença significativa entre os grupos ApoE-KO jovens e idosos 

(95±12 vs. 108±9 mg/dL, respectivamente) e entre C57 jovens e idosos (75±2 

vs. 89±6 mg/dL, respectivamente). Estes valores podem ser observados na 

tabela 1, a seguir. 

 

Tabela 1:  Valores de glicose sanguínea dos animais. 

Glicose (mg/dL) 

C57 2 meses 75±2 

C57 18 meses 89±6 

ApoE-KO 2 meses 95±12 

ApoE-KO 18 meses 108±9 
 

Nota: Valores expressos como média±EPM (Anova 2 vias, post hoc fisher). 

 

 

4.3 ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR APÓS ISOLAMENTO E 

 CONTAGEM NA CÂMARA DE NEUBAUER 

 

A análise da viabilidade celular foi feita pelo método de exclusão do corante 

azul de tripano. As células vivas e mortas foram contadas e foi calculado o 

percentual de viabilidade. Conforme esperado, todas as células (provenientes 

de medula, sangue e aorta) apresentaram viabilidade superior a  95%. A média 

das células de ApoE-KO de 2 e 18 meses de idade tinham 95.2 ± 1,28 vs 97.9 

± 0,72 % de viabilidade. A média das células dos C57 com as mesmas idades 

apresentou viabilidade de 95.4 ± 0,87 vs 96.1 ± 0,56 %. 
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4.4 DETERMINAÇÃO DAS CARACTERÍSTICAS CELULARES POR 

CITOMETRIA DE FLUXO 

 

As amostras coletadas de sangue, medula e aorta utilizadas para os protocolos 

de citometria de fluxo, foram analisadas no tempo máximo de 2 horas para que 

não houvesse perda das espécies reativas de oxigênio. Os dados foram 

coletados em triplicata e os resultados apresentados representam a média das 

três leituras realizadas pelo citômetro de fluxo. Apresentaremos dot plots 

típicos (Figura 19) dos dados referentes ao tamanho (FSC) e complexidade 

interna (SSC) de células do sangue (A), medula óssea (B) e aorta (C) de 

camundongos. As populações celulares de interesse foram identificadas 

através de gates eletrônicos coloridos. Nas amostras de sangue e medula 

óssea podemos identificar linfócitos (R1), monócitos (R2) e granulócitos (R3), 

enquanto que na amostra de aorta podemos identificar células endoteliais (R4). 

Nas amostras de sangue foram avaliadas concomitantemente as três 

populações celulares, já nas células de medula óssea foram avaliadas as 

células mononucleares  (R1 + R2) enquanto que nas amostras de aorta, 

apenas as células endoteliais (R4) foram analisadas. 
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B) 

 

C) 

 

Figura 19: Dot plots ilustrativos de células de sangue (A), medula óssea (B) e aorta 

(C) de camundongos, com populações celulares específicas destacadas por gates. R1 

(vermelho): linfócitos; R2 (azul): monócitos; R3 (roxo): granulócitos; R4 (rosa): células 

endoteliais. FSC (Forward Scatter) - Tamanho; SSC (Side Scatter) – Granulosidade. 

 

Vale ressaltar que os histogramas e dot plots apresentados tem por objetivo 

apenas ilustrar o que foi observado durante as análises por citometria de fluxo, 

ou seja, as populações celulares típicas e suas diferentes respostas de 

intensidade de fluorescência obtidas para cada grupo estudado. 
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4.5 ANÁLISE DE ESTRESSE OXIDATIVO, APOPTOSE E DANO AO DNA DE 

CÉLULAS MONONUCLEARES DA MEDULA ÓSSEA 

 

4.5.1 Porcentagem de Células Mononucleares no gate morfológico 

 

As células mononucleares foram isoladas da medula óssea dos animais, 

conforme já citado, e para análise das células no citômetro de fluxo foi feito um 

gate na região que continha as células mononucleares, de acordo com 

parâmetros conhecidos de tamanho e granulosidade. Foi calculado o 

percentual de CMN e encontramos valores  similares nos gates em todos os 

grupos, confome demonstra a tabela a seguir. 

 

Tabela 2: A tabela mostra o percentual de células no gate de células mononucleares 

da medula óssea nos grupos C57 jovens (2 meses) e idosos (18 meses) e ApoE-KO 

jovens e idosos. 

PERCENTUAL DE CMN 

C57 2 MESES 13,68±1,3 

C57 18 MESES 15,17±0,91 

APOE-KO 2 MESES 17,8±2,18 

APOE-KO 18 MESES 14,84±0,3 

Nota: Os valores indicam média±EPM.  

 

 

4.5.2 Intensidade Média de Fluorescência de Dihidroetídeo nas células 

mononucleares de medula óssea 

 

A quantidade de ânions superóxido produzidos foi medida pelo ensaio de 

dihidroetídeo na citometria de fluxo. O grupo de animais ateroscleróticos de 18 

meses de idade apresentaram maiores níveis de ânion superóxido (O2
-) 

quando comparados com os animais ateroscleróticos jovens (ApoE-KO 

idoso:39.806±1.578 vs ApoE-KO jovem: 8.734±1.005) , conforme demonstrado 

pelo gráfico 4, o que equivale ao aumento de 5 vezes na produção de ânion 

superóxido nos animais idosos em relação aos jovens. O grupo C57 idoso 

apresentou maior intensidade média de fluorescência quando comparado com 

o grupo C57 jovem (C57 idoso: 19.363±3.162 vs C57 jovem: 2.300±128), que 
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equivale ao aumento de 8 vezes da produção de ânion superóxido em relação 

aos C57 jovens. Encontramos também aumento significativo da intensidade 

média de fluorescência para ânion superóxido no grupo ApoE-KO idoso 

quando comparado com o grupo C57 idoso (ApoE-KO idoso:39.806±1.578 vs 

C57 idoso: 19.363±3.162) (Figura 20). Os típicos de histogramas estão 

representados na figura 21. 

 

Figura 20 - Intensidade média da fluorescência de DHE nas células de medula óssea 

em grupos jovens e idosos de C57 e ApoE-KO. Barras brancas representam grupos 

C57 e ApoE-KO jovens (2 meses); barras cinza representam grupos C57 e ApoE-KO 

idosos (18 meses). Os valores indicam IMF±EPM de experimentos realizados em 

triplicata (unidades arbitrárias; x1000). ** p<0,01 vs jovens e  # p<0,05 vs mesma idade 

(Anova 2 vias com post hoc de Fisher). 
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Figura 21: Histogramas típicos de intensidade média de fluorescência de dihidroetídeo 

em células mononucleares de medula óssea dos grupos idosos e jovens. Picos vazios 

(branco): ApoE-KO e C57 jovens, respectivamente. Picos cheios (cinza): ApoE-KO e 

C57 idosos, respectivamente. Os gráficos são típicos representativos de um animal. 

 

 

4.5.3 Intensidade Média de Fluorescência de DCF-DA nas células 

mononucleares de medula óssea 

 

A intensidade média de células positivas para ânions peróxido foi quantificada 

pelo dihidroclorofluoresceína (DCF-DA) em citometria de fluxo. O grupo de 

animais ateroscleróticos de 18 meses de idade apresentou maior intensidade 

de peróxido de hidrogênio quando comparados com os animais 

ateroscleróticos jovens (ApoE-KO idoso:13.206±542 vs ApoE-KO jovem: 

10.432±262) (Figura 22). Observamos que os animais ateroscleróticos jovens 

já apresentavam nível elevado de peróxido de hidrogênio logo no início da 

lesão. O grupo C57 idoso apresentou maior nível de peróxido de hidrogênio 

quando comparado com o grupo C57 jovem (C57 idoso: 8.700±500 vs C57 

jovem: 1.900±401). Percebemos também aumento significativo quando 

comparamos o grupo ApoE-KO jovem e C57 jovem, sugerindo que mesmo em 

estágio inicial de lesão, a aterosclerose já causa aumento na produção de 

peróxido de hidrogênio que afeta as células de medula óssea. Também foi 

encontrado aumento significante na produção de peroxido de hidrogênio na 

medula óssea dos animais ateroscleróticos idosos quando comparados com os 

animais C57 idosos (ApoE-KO idoso:13.206±542 vs C57 idoso: 8.700±500) 
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sugerindo maior acometimento das células de medula óssea marcadas para 

peróxido de hidrogênio nos animais idosos e ateroscleróticos. Os típicos de 

histograma estão representados pela figura 23. 

 

Figura 22: Intensidade média de fluorescência de DCF nas células mononucleares de 

medula óssea em animais ateroscleróticos e controle. Barras brancas representam 

grupos C57 e ApoE-KO jovens (2 meses); barras cinza representam grupos C57 e 

ApoE-KO idosos (18 meses). Os valores indicam IMF±EPM (Unidades arbitrárias; 

x1000). * p<0,05 vs jovens e  # p<0,05 vs mesma idade (Anova duas vias, post hoc 

Fisher). 
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Figura 23: Histogramas típicos de intensidade de DCF-DA por citometria de fluxo nas 

células de medula óssea dos grupos idosos e jovens. Picos vazios (branco): C57 e 

ApoE-KO jovens, respectivamente. Picos cheios (cinza): C57 e ApoE-KO idosos, 

respectivamente. Os gráficos são típicos representativos de um animal. 

 

 

4.5.4 Quantificação de Apoptose nas células mononucleares de medula 

óssea 

 

Para identificar o percentual de células em apoptose, foi investigada a 

exposição da fosfatidilserina utilizando Anexina-V fluorescente e Iodeto de 

propídeo (PI) que são marcadores de células em apoptose. As células em 

apoptose apresentam fosfatidilserina translocada da face interna para externa 

da membrana celular. A Anexina-V é uma proteína que possui alta afinidade 

para fosfatidilserina e foi conjugada ao fluorocromo FITC para marcação. 

Também foi utilizado o corante vital PI. Células viáveis com membranas 

intactas não são permeáveis para PI enquanto que células não viáveis 

permeabilizam PI. 

 

A análise do teste de Anexina V-PI mostrou que o grupo de animais 

ateroscleróticos de 18 meses de idade apresentaram maiores percentuais de 

células em apoptose quando comparados com os animais ateroscleróticos 



85 
 

jovens (ApoE-KO idoso: 21,3± 4,8 vs ApoE-KO jovem: 6,0±1,2%), o que 

equivale a um aumento de aproximadamente 3 vezes no percentual de 

apoptose. O grupo C57 idoso apresentou maior percentual de apoptose 

quando comparado com o grupo C57 jovem (C57 idoso: 9,6±0,6 vs C57 jovem: 

5,6±0,6%), que equivale a um aumento de 2 vezes no percentual de células em 

apoptose, durante o envelhecimento. A análise comparativa entre os grupos 

idosos (C57 vs ApoE-KO) mostrou maior percentual de células em apoptose 

nos animais ateroscleróticos idosos quando comparados com os animais 

controle idosos (ApoE-KO idoso: 21,3± 4,8; C57 idoso: 9,6±0,6%), sugerindo 

que a aterosclerose concomitante com o envelhecimento agrava o nível de 

apoptose nas células mononucleares de medula óssea. Também encontramos 

diferença significativa entre os grupos jovens. Os dados estão representados 

no figura 24 e figura 25 representativa dos típicos de dot plot.  

 

 

Figura 24: Gráfico de barras mostrando a porcentagem de apoptose celular (Anexina 

V-PI) nas células mononucleares de medula óssea de animais C57 e ApoE-KO. 

Sendo, barras brancas grupos C57 e ApoE-KO jovens, barras cinza grupos C57 e 

ApoE-KO idosos. Os valores indicam percentuais realizados em triplicata de 

média±EPM (Anova 2 vias com post hoc Fisher). * p<0,05 vs jovem ; # p<0,05 vs 

mesma idade. 
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Figura 25: Dot plots típicos obtidos da análise de apoptose por teste de Anexina-V PI 

em células mononucleares de medula óssea de animais C57 e ApoE-KO jovens e 

idosos. Percebe-se um aumento da quantidade de eventos em Q2 nos animais idosos. 

Sendo Q1: positiva apenas para PI – células com dano; Q2: Apoptose (positiva para 

Anexina e PI); Q3: células viáveis (negativa para Anexina e PI); Q4: apoptose precoce 

(Positiva para Anexina e negativa para PI).  

 

 

4.5.5 Níveis de fragmentação do dna das células mononucleares de 

medula óssea pelo ensaio do cometa 

 

A fim de demonstrar os níveis de fragmentação do DNA das células 

mononucleares de medula óssea, utilizamos o ensaio do cometa, uma técnica 

muito eficiente e sensível para detecção de danos oxidativos. Os resultados do 

ensaio do cometa revelaram que os animais ateroscleróticos de 18 meses de 

idade tem maiores níveis de fragmentação no DNA (níveis 3 e 4 de 

fragmentação) que o seu controle C57 de 18 meses de idade (ApoE-KO idoso: 

734±8 vs C57 idoso: 602±15). Também observamos que os animais ApoE-KO 

jovens tinham maior índice de fragmentação do DNA que os animais C57 

jovens (ApoE-KO jovem: 525±6 vs C57 jovem: 356±8), sugerindo que mesmo 
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em estágios iniciais, a aterosclerose já leva ao aumento de fragmentação de 

DNA. Também encontramos maiores niveis de fragmentação de DNA nos 

animais C57 idosos quando comparados com C57 jovens (C57 jovem: 356±8 

vs C57 idoso: 602±15) e nos animais ateroscleróticos idosos quando 

comparados com os animais ateroscleróticos jovens (ApoE-KO jovem: 525±6 

vs ApoE-KO idoso: 734±8) (Figura 27). Além disso, ao analisar o percentual de 

células com danos em cada nível de fragmentação do DNA, observamos que 

os animais C57 idosos apresentaram percentual elevado de danos nível 2 e 3 

em comparação com o C57 jovem (C57 idoso: 45±1,5 e 30±2,7 vs C57 jovem: 

26±1,2 e 6±0,2%). Os animais ApoE-KO idosos apresentaram percentual 

elevado de níveis 3 e 4 quando comparado com ApoE-KO jovens (ApoE-KO 

idoso: 35±1,4 e 18±1,4 vs ApoE-KO Jovem: 17±1,2 e 3±0,6%) (Figura 26). 

 

Figura 26: Fotos típicas do DNA fragmentado de animais jovens e idosos de C57 à 

esquerda e ApoE-KO à direita, com respectivos gráficos percentuais de danos. 

Podemos observar aumento da fragmentação de DNA nos animais ApoE-KO de 18 

meses quando comparado com os C57. Bolinha: C57 Jovens; Triangulos para baixo: 

C57 idosos; Quadrados: ApoE-KO jovens e Triangulo para cima: ApoE-KO idosos. 
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Figura 27: Score dos danos no DNA. Barras cinzas representam animais idosos (18 

meses) e barras brancas representam animais jovens (2 meses). Os valores indicam 

média±EPM. * p<0,05 vs. jovens e # p<0,05 vs mesma idade. (Anova 2 vias, post hoc 

Fisher) 

 

 

4.6 ANÁLISE DE ESTRESSE OXIDATIVO E APOPTOSE DE CÉLULAS 

SANGUÍNEAS 

 

4.6.1 Intensidade Média de Fluorescência de Dihidroetídeo nas células 

Sanguíneas 

 

O grupo de animais ateroscleróticos de 18 meses de idade apresentaram maior 

produção de ânion superóxido (O2
-) quando comparados com os animais 

ateroscleróticos jovens (ApoE-KO idoso:8.793±1.463 vs ApoE-KO jovem: 

2.549±55), o que equivale ao aumento de 3 vezes na produção de ânion 

superóxido dos animais ApoE-KO idosos. O grupo  C57 idoso  apresentou 

maiores níveis de ânion superóxido quando comparado com o grupo C57 

jovem (C57 idoso: 5.387±679 vs C57 jovem: 2.309±249), logo sugerindo que o 

envelhecimento, por sí só, aumentou em 2 vezes a produção de ânion 

superóxido no sangue destes animais. O grupo ApoE-KO idoso apresentou 

maior produção de ânion superóxido quando comparado com o grupo C57 

idoso (ApoE-KO idoso:8.793±1.463 vs C57 idoso: 5.387±679), ou seja, a 

aterosclerose é determinante para o aumento da produção de ânion superóxido 

no sangue e quando concomitante com o envelhecimento, este quadro se 
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agrava mais ainda, conforme podemos observar na figura 28 e histogramas 

típicos da figura 29. 

 

 

Figura 28: Intensidade média de fluorescência de DHE nas células de sangue de 

animais jovens e idosos C57 e ApoE-KO. Barras brancas representam grupos C57 e 

ApoE-KO jovens (2 meses); barras cinza representam grupos C57 e ApoE-KO idosos 

(18 meses). Os valores indicam IMF±EPM (u.a x1000) de experimentos realizados em 

triplicata. *p<0,05 vs jovens; ##p<0,01 vs mesma idade. 
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Figura 29: Histogramas típicos de intensidade de DHE por citometria de fluxo nas 

células sanguíneas de animais idosos e jovens. Picos vazios (branco): ApoE-KO e 

C57 jovens, respectivamente. Picos cheios (cinza): ApoE-KO e C57 idosos, 

respectivamente. Os gráficos são típicos representativos de um animal.  

 

 

4.6.2 Intensidade Média de Fluorescência de DCF-DA nas células 

sanguíneas 

 

O grupo de animais ateroscleróticos de 18 meses de idade apresentaram 

maiores níveis de peróxido de hidrogênio  quando comparados com os animais 
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C57 idosos (ApoE-KO idoso 8.496±330 vs C57 idoso: 1.724±566), sugerindo 

que a aterosclerose concomitante com o envelhecimento aumenta a produção 

de peróxido de hidrogênio nas células de sangue. Por outro lado, a análise 

estatística não revelou diferença nos níveis de peróxido de hidrogênio entre os 

animais C57 idosos e jovens (C57 idoso: 1.724±566 vs C57 jovens: 

1.207±160), sugerindo que o envelhecimento, por sí só, não altera a produção 

de peróxido de hidrogênio. Já os animais ApoE-KO idosos apresentaram maior 

nível de peroxido de hidrogênio no sangue quando comparado com os ApoE-

KO jovens (ApoE-KO idoso:8.496±330 vs ApoE-KO jovens: 2.549±55), que 

equivale ao aumento de 3 vezes na produção de peróxido nos animais 

ateroscleróticos idosos, revelando a importância da aterosclerose neste 

processo. Podemos observar na figura 30 e histogramas típicos da figura 31, 

logo abaixo. 

 

 

Figura 30: Intensidade média da fluorescência de DCF no sangue de animais C57 e 

ApoE-KO jovens e idosos. Barras brancas representam grupos C57 e ApoE-KO jovens 

(2 meses); barras cinza representam grupos C57 e ApoE-KO idosos (18 meses). Os 

valores indicam IMF±EPM (u.a x1000) de experimentos realizados em triplicata. ** 

p<0,01 vs ApoE-KO jovem; #p<0,05 vs mesma idade. 
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Figura 31: Histogramas típicos de intensidade de peróxido de hidrogênio, por 

citometria de fluxo, no sangue de animais idosos e jovens. Picos vazios (branco): 

ApoE-KO e C57 jovens, respectivamente. Picos cheios (cinza): ApoE-KO e C57 

idosos, respectivamente. Os gráficos são típicos representativos de um animal. 

 

4.6.3 Quantificação de Apoptose nas células Sanguíneas 

 

A análise do teste de Anexina V-PI no sangue mostrou que o grupo de animais 

ateroscleróticos de 18 meses de idade apresentaram maiores percentuais de 

células em apoptose quando comparados com os animais ateroscleróticos 

jovens (ApoE-KO idoso:12,25± 0,05 vs ApoE-KO jovem: 0,96±0,13), o que 

equivale ao aumento de 11 vezes no percentual de apoptose dos animais 

ateroscleróticos idosos. O grupo C57 idoso apresentou maior percentual de 
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apoptose quando comparado com o grupo C57 jovem (C57 idoso: 10,60±3,87 

vs C57 jovem: 1,3±0,55), que significa aumento de 8 vezes no percentual de 

apoptose nos animais C57 idosos. Entretanto, não observamos diferença 

significativa quando comparamos os grupos ApoE-KO e C57 idosos (ApoE-KO 

idoso:12,25± 0,05 vs C57 idoso: 10,60±3,87) (figura 32), ou seja, a 

aterosclerose conjuntamente com o envelhecimento não foi capaz de gerar 

maior nível de apoptose nas células de sangue. Também não encontramos 

diferença significativa quando comparamos os grupos jovens C57 e ApoE-KO 

entre sí (ApoE-KO jovem: 0,96±0,13 vs C57 jovem: 1,3±0,55). Os dot plots 

típicos estão representados pela figura 33. 

 

 

 

Figura 32: Gráfico de barras demostrando a porcentagem de apoptose celular nas 

células sanguíneas de animais C57 e ApoE-KO. Sendo, barra branca grupo C57 

jovem, barra quadriculada grupo C57 idoso, barra preta grupo ApoE-KO jovem  e barra 

listrada grupo ApoE-KO idoso. Os valores indicam média±EPM. ** p<0,01 vs. jovens 

(Anova 2 vias com post hoc Fisher).  
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Figura 33: Dot plots típicos obtidos da análise de apoptose por teste de Anexina-V PI 

no sangue de animais C57 e ApoE-KO jovens e idosos. Sendo Q1: positiva apenas 

para PI – células com dano; Q2: Positiva para Anexina e PI -Apoptose; Q3: Negativa 

para anexina e PI - células viáveis; Q4: Positiva para anexina e negativa para PI - 

apoptose precoce;  

 

 

4.7 QUANTIFICAÇÃO DA PLACA ATEROSCLERÓTICA, ANÁLISE DE 

ESTRESSE OXIDATIVO E APOPTOSE NAS CÉLULAS ENDOTELIAIS DE 

AORTA 

 

4.7.1 Identificação das células endoteliais de aorta 

 

As amostras de aorta foram incubadas com o anticorpo específico, anti-CD31-

APC, para identificação de células endoteliais com objetivo exclusivo de 

confirmar a presença desta população celular nas amostras. Para isso, após 

isolamento, as células foram incubadas com o anticorpo ou com seu controle 

de isotipo IgG2a-APC e, como pode ser observado na figura 34, os dados 

adquiridos por citometria de fluxo confirmaram a presença de células 
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endoteliais nas amostras isoladas de aorta torácica de camundongos. No 

histograma, o controle de isotipo está representado pela linha pontilhada e, 

como pode ser verificado na abscissa, não existem células emitindo 

fluorescência acima de 102 sendo este o limite de negatividade utilizado na 

técnica. A marcação de células endoteliais com CD31-APC está representada 

pela área azul, sendo possível verificar a presença de células emitindo 

fluorescência entre 103 e 105 confirmando a existência de células endoteliais na 

amostra. 

 

 

Figura 34: Identificação de células endoteliais. Histograma demonstrando a expressão 

do antígeno de superfície CD31 e do controle de isotipo IgG2a. IgG2a: fluorescência 

negativa (controle); CD31: fluorescência positiva (células endoteliais). 

 

 

4.7.2 Intensidade média de fluorescência de DHE nas células endoteliais 

de aorta 

 

O grupo de animais ateroscleróticos de 18 meses de idade apresentaram 

maiores níveis de ânion superóxido (O2
-) quando comparados com os animais 

ateroscleróticos jovens (ApoE-KO idoso:7.973±1.077 vs ApoE-KO jovem: 

1.964±169), que equivale ao aumento de 4 vezes na produção de ânions 

superóxido. O grupo C57 idoso também apresentou maior produção de ânions 

superóxido  quando comparado com o grupo C57 jovem (C57 idoso: 4.919±422 

vs C57 jovem: 2.701±239), que equivale ao aumento de aproximadamente o 

dobro. O grupo aterosclerótico idoso apresentou maior intensidade média de 

fluorescência para ânion superóxido quando comparado com o grupo C57 
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idoso (ApoE-KO idoso:7.973±1.1077 vs C57 idoso:4.919±422), o que sugere 

que a aterosclerose associada ao envelhecimento ocasiona o aumento da 

produção de ânion superóxido, conforme podemos observar na figura 35 e 

figura 36.  

 

 

 

 

Figura 35: Intensidade média da fluorescência de DHE nas células endoteliais de 

aorta de animais jovens e idosos C57 e ApoE-KO. Barras brancas representam grupos 

C57 e ApoE-KO jovens (2 meses); barras cinza representam grupos C57 e ApoE-KO 

idosos (18 meses). Os valores indicam IMF±EPM (u.a x1000) de experimentos 

realizados em triplicata. ** p<0,01 vs ApoE-KO jovem; *p<0,05 vs C57 jovem e 

##p<0,01 vs mesma idade. 
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Figura 36: Histogramas típicos de intensidade média de fluorescência de DHE, por 

citometria de fluxo, nas células endoteliais de aorta de animais idosos e jovens. Picos 

vazios (branco): ApoE-KO e C57 jovens, respectivamente. Picos cheios (cinza): ApoE-

KO e C57 idosos, respectivamente. Os gráficos são típicos representativos de um 

animal. 
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4.7.3 Análise da área de deposição lipídica en face nas aortas coradas 

com Oil red-O 

 

Conforme os dados de nosso laboratório (Pereira et al., 2010) ilustrado pelas 

figuras 37 e 38 a análise em face da aorta mostrou grande área de deposição 

lipídica nos camundongos ApoE-KO idosos comparados com ApoE-KO jovens 

(36.3±4.5 e 12.6±1.5 mm2, p < 0.05) e comparados com C57 idosos e jovens 

(4.5±0.4 e 1.3±0.2 mm2; p < 0.05).  

 

 

Figura 37: Representação de típicos de aorta en face coradas com Oil Red-O. As 

setas indicam concentração de área de deposição lipídica. Podem ser observados 

grande concentração de lipídeos na aorta de animal ApoE-KO idoso. 

 

 

Figura 38: Área de deposição lipídica (mm2) das aortas en face coradas com Oil red-

O. Barras pretas representam grupos C57 e ApoE-KO idosos e barras brancas grupos 

C57 e ApoE-KO jovens. Os valores estão representados em média ± EPM. *p<0,05 vs 

ApoE-KO jovem; #p<0,05 vs mesma idade. 
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4.7.4 Análise de cortes histológicos de Aortas corados com DHE e Oil 

Red-O 

As secções de aorta torácica foram coradas com Oil Red-O para detecção dos 

lipídeos presentes. Em uma análise qualitativa pode-se observar nas setas, a 

coloração vermelho-alaranjada conferida aos lipídeos presentes nas aortas dos 

animais ApoE-KO jovens e idosos (figura 39). As aortas dos animais C57 não 

apresentaram coloração vermelha, indicando ausência de lipídeos.  

 

 

 

Figura 39: Cortes histológicos de aorta corados com Oil red (Aumento: 10X). Na parte 

superior da figura estão os animais ateroscleróticos jovens e idosos e na parte inferior 

os animais C57 jovens e idosos. As regiões vermelhas e as setas indicam presença de 

lipídeos nas aortas dos animais ApoE-KO de 2 meses e com maior intensidade nos 

animais ApoE-KO de 18 meses de idade. 
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A análise dos cortes histológicos de aorta torácica corados com DHE (figura 40 

e 41) revelou um notável aumento da intensidade média de fluorescência nos 

cortes dos animais ApoE-KO idosos quando comparados com os ApoE-KO 

jovens (ApoE-KO idoso:15.574±634 vs ApoE-KO jovem: 5.363±1.216). Os 

animais ApoE-KO idosos também apresentaram maior produção de ânion 

superóxido que os animais C57 idosos (ApoE-KO idoso:15.574±634 vs C57 

idoso: 11.248±957). Por sua vez, o grupo C57 idoso também apresentou maior 

produção de ânion superóxido quando comparado com o grupo C57 jovem 

(C57 idoso: 11.248±957 vs C57 jovem:2.136±248).  

 

Figura 40: Cortes histológicos de aorta corados com DHE (Aumento:20x). A) Aorta de 

C57 Idoso. B) Aorta de ApoE-KO idoso. C) Aorta de C57 jovem. D) Aorta de ApoE-KO 

jovem. As setas mostram pontos vermelhos indicam produção de ânion superóxido. 

Pode-se observar a maior produção de ânion superóxido em animais ApoE-KO idosos, 

indicados pela figura B. 
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Figura 41: Intensidade Média de fluorescência de DHE em cortes histológicos de 

aorta dos animais jovens (barras brancas) e idosos (barras azuis) C57 e ApoE-KO. 

Acima coração e aorta de camundongo ApoE-KO idoso. Nota-se, indicado pelas setas, 

em tom amarelado a presença de placas ateroscleróticas. Os valores indicam 

IMF±EPM. * p<0,05 vs. C57 jovem;  ** p<0,01 vs ApoE-KO jovem; ## p<0,01 vs mesma 

idade  (Anova 2 vias, post hoc Fisher). 

 

 

4.7.5 Intensidade média de fluorescência de DCF-DA nas células 

endoteliais de aorta 

 

Não foram encontradas diferenças significantes na produção de peróxido de 

hidrogênio nas aortas dos animais ApoE-KO idosos quando comparados com 

os animais ApoE-KO jovens (ApoE-KO jovem: 1.747±293 vs ApoE-KO 

idoso:1.961±171). Também não encontramos diferença significativa entre o 

grupo ApoE-KO idoso e C57 idoso (ApoE-KO idoso:1.961±171 vs C57 

idoso:1.279±297). Ainda, não encontramos diferença significativa entre o grupo 

C57 jovem e idoso (C57 jovem: 1.514±127 vs C57 idoso:1.279±297). Os dados 

(figuras 42 e 43) sugerem que, nas células endoteliais de aorta, a produção de 
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peróxido de hidrogênio não é diferente nos animais ateroscleróticos e não se 

altera com o envelhecimento, tanto nos animais controle (C57) como nos 

ateroscleróticos (ApoE-KO). Quando comparado com os outros tecidos já 

analisados, percebemos que há um nível aparentemente baixo de produção de 

peróxido nas células endoteliais de aorta (~1.625). 

 

 

Figura 42: Intensidade média da fluorescência de DCF nas células endoteliais de 

aorta de animais jovens e idosos C57 e ApoE-KO. Barras brancas representam grupos 

C57 e ApoE-KO jovens (2 meses); barras cinza representam grupos C57 e ApoE-KO 

idosos (18 meses). Os valores indicam IMF±EPM de experimentos realizados em 

triplicata. Não foram encontradas diferenças estatísticas. 
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Figura 43: Histogramas típicos de intensidade de DCF por citometria de fluxo na aorta 

de animais idosos e jovens. Picos vazios (branco): ApoE-KO e C57 jovens, 

respectivamente. Picos cheios (cinza): ApoE-KO e C57 idosos, respectivamente. Os 

gráficos são típicos representativos de um animal. 

. 
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4.7.6  Quantificação de apoptose nas células endoteliais de aorta 

 

A análise do teste de Anexina V-PI mostrou que o grupo de animais 

ateroscleróticos de 18 meses de idade apresentaram maiores percentuais de 

células em apoptose quando comparados com os animais ateroscleróticos 

jovens (ApoE-KO idoso:23,36± 0,55 vs ApoE-KO jovem: 1,15±0,12), o que 

equivale ao aumento de 20 vezes. O grupo C57 idoso apresentou maior 

percentual de apoptose quando comparado com o grupo C57 jovem (C57 

idoso: 23,25±7,71 vs C57 jovem: 1,9±0,17), que equivale ao aumento de 12 

vezes. Entretanto, não houve diferença quando comparamos os grupos ApoE-

KO e C57 idosos (ApoE-KO idoso:23,36± 0,55 vs C57 idoso: 23,25±7,71), e 

que pode ser observado nas figuras 44 e 45. Também não encontramos 

diferença significativa entre os grupos jovens ApoE-KO e C57 (ApoE-KO 

jovem: 1,15±0,12 vs C57 jovem: 1,9±0,17). 

 

 

Figura 44: Porcentagem de apoptose celular na aorta de animais C57 e ApoE-KO 

jovens e idosos. Sendo, barra branca grupo C57 jovem, barra quadriculada grupo C57 

idoso, barra preta grupo ApoE-KO jovem e barra listrada grupo ApoE-KO idoso. Os 

valores indicam percentuais realizados em triplicata. *p<0,05 vs jovens  (Anova 2 vias 
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com post hoc Fisher).  

 

 

Figura 45: Dot plots típicos obtidos da análise de apoptose por teste de Anexina-V PI 

em aorta de animais C57 e ApoE-KO jovens e idosos. Sendo Q1: positiva apenas para 

PI – células com dano; Q2: Positiva para Anexina e PI -Apoptose; Q3: Negativa para 

anexina e PI - células viáveis; Q4: Positiva para anexina e negativa para PI - apoptose 

precoce;  
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5 DISCUSSÃO 

 

5.1 CAMUNDONGOS APOE-KO TÊM NÍVEIS ELEVADOS DE COLESTEROL, 

ENTRETANTO, SEM ALTERAÇÃO DOS NÍVEIS DE GLICOSE PLASMÁTICA 

 
Camundongos selvagens são altamente resistentes ao desenvolvimento da 

aterosclerose (Breslow, 1996; Jawien et al., 2004, Casós et al., 2008), 

principalmente por transportarem maior parte do colesterol sanguíneo na fração 

HDL (mais de 85%) e possuírem baixos níveis de fração VLDL e LDL, 

caracterizando um perfil lipídico significativamente diferente do perfil humano, 

no qual a fração LDL é predominante sendo a principal carreadora de colesterol 

sanguíneo (65-85%) (Fazio & Linton, 2001; Breslow, 1996, Hofker et al., 1998; 

Neuzil et al., 1998). Apesar das diferenças, camundongos e humanos 

possuem, com poucas exceções, o mesmo conjunto de genes que controlam o 

metabolismo de lipoproteínas (Palinsk et al., 1994; Hofker et al., 1998; 

Jascolka, 2010). Logo, surgiu a necessidade de desenvolver o camundongo 

ApoE-KO, um excelente modelo de estudo da aterosclerose por desenvolver 

lesões ateroscleróticas semelhante as lesões dos seres humanos. 

 

Alguns estudos mostraram que animais C57, alimentados com dieta regular, 

possuem valores de colesterol total, triglicerídeos, VLDL+IDL, LDL e HDL de 

aproximadamente 60,65, 20, 10 e 50mg/dl respectivamente (Plump et al.,1992; 

Zhang et al., 1992; Stapleton et al.,2007; Lee et al., 2011). Em nosso estudo, o 

nível de colesterol total encontrado nos camundongos C57 foi similar aos 

valores estimados. Isto é, conforme já citado anteriormente o camundongo 

controle possui nível de colesterol regular, mesmo quando sob dieta 

hipercalórica. Além disso, o nível de colesterol nos animais C57 não foi 

alterado com o envelhecimento, conforme o esperado uma vez que os 

camundongos, naturalmente, são muito resistentes a desenvolver 

aterosclerose, pois a maior parte de seu colesterol é composta pela fração HDL 

(Plump et al., 1992; Zhang et al., 1992; Breslow, 1993; Bonthu et al., 1997).  

 

Segundo Pendse e colaboradores (2009), o camundongo C57 tem fração de 

colesterol total de aproximadamente 80mg/dl quando alimentado com dieta 

regular ou com dieta do tipo Western (hipercolesterolêmica). Isto se explica, 

segundo o autor, pelo elevado nível de HDL encontrado nestes animais que 
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naturalmente o camundongo possui. De forma semelhante, nossos animais 

C57 jovens e idosos apresentaram nível de colesterol total baixo, mostrando 

que nestes animais o envelhecimento não altera os níveis de colesterol total.  

 

Por conseguinte, nossos resultados mostram que os grupos C57 jovem (2 

meses) e idoso (18 meses) não apresentaram diferenças significativas 

estatisticamente (C57 jovens: 71,85mg/dl vs C57 idoso: 91,42mg/dl), logo a 

idade não altera o nível de colesterol total. 

 

Entretanto, nos camundongos deficientes em apolipoproteína E observamos 

níveis elevados de colesterol, sugerindo que o acúmulo de remanescentes de 

quilomicrons e de VLDL no plasma constitui o estímulo aterogênico nestes 

animais (Zhang et al., 1992; Breslow, 1996; Meir & Leitersdorf, 2004; Jascolka, 

2010). Os valores altos de colesterol encontrados nos grupos ApoE-KO jovens 

e idosos, em nosso estudo, estão de acordo com os valores de estudos 

clássicos como  Nakashima (1994) e Reddick (1994), os primeiros a 

demonstrarem a histologia de placas ateroscleróticas e valores de referência 

de colesterol plasmático (Nakashima et al., 1994; Reddick et al., 1994), 

confirmando que o  modelo utilizado (ApoE-KO) é capaz de desenvolver 

espontaneamente a aterosclerose, sendo possível observar a presença de 

células espumosas a partir dos 2 meses de idade. 

 

Os valores de colesterol encontrados nos animais ApoE-KO jovens e idosos 

estão em consonância com estudo de Moghadasian e colaboradores (2001) 

que avaliou o perfil lipídico de animais ApoE-KO e C57. Na primeira análise, os 

animais ApoE-KO já apresentavam colesterol plasmático 6 vezes mais elevado 

que os animais controle e após 29 semanas este valor passou a ser 13 vezes 

maior. Em nossos resultados, também foi possível observar um aumento de 6 

vezes na concentração de colesterol total nos animais ApoE-KO quando 

comparados com os animais C57. 

 

A fim de afastar qualquer tipo de interferência com o desenvolvimento da 

aterosclerose ou com o envelhecimento e, consequentemente com o aumento 

da produção de espécies reativas de oxigênio nos tecidos, avaliamos o nível de 

glicemia nos animais C57 e ApoE-KO. Esta análise revelou valores similares 
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entre os grupos, não havendo diferença estatística. Portanto, tanto o 

envelhecimento quanto a aterosclerose não foram capazes de alterar os 

valores de glicemia sanguínea.  

 

Sabe-se que um dos fatores de risco para desenvolvimento da aterosclerose é 

o diabetes (Despres et al., 1996; Stout, 1996). Estudos em seres humanos 

revelam a associação entre os níveis de glicose no sangue e a aterosclerose 

(Moghadasian et al., 1997; Khaleeli et al., 2001). Além disso, o índice de 

mortalidade de pacientes diabéticos que desenvolvem algum tipo de doença 

cardiovascular é alto (Soedamah & Stehouwer, 2005). 

 

Os camundongos ApoE-KO não desenvolvem a hiperglicemia naturalmente, 

necessitam de um estímulo para que ocorra, como por exemplo, a dieta do tipo 

Western. Estes estudos mostraram que sob este tipo de dieta por 12 semanas, 

os camundongos ApoE-KO desenvolveram hiperglicemia (Moghadasian et al., 

2001; Su, et al., 2006; Kawashima et al., 2009; Li et al., 2011). Outro tipo muito 

comum de indução de diabetes é o tratamento com estreptozotocina, 

substância tóxica para as células beta pancreáticas (Schuyler et al., 2011).  

  

Estudo desenvolvido por Cannizzo e colaboradores em 2012 mostrou que 

animais ApoE-KO que receberam 10% de frutose na água por 8 semanas 

apresentaram aumento significativo no nível de glicose sanguíneo quando 

comparados com os animais ApoE-KO que não receberam frutose na água de 

beber, mostrando que 8 semanas não foram capazes de modificar os valores 

de glicemia dos animais ApoE-KO controle. Entretanto, os autores não 

observaram diferença nos animais C57 entre os grupos que receberam frutose 

na água de beber e seus respectivos controles (Cannizzo et al., 2012). Este 

estudo confirma a existência de uma correlação entre aterosclerose e diabetes, 

uma vez que quando submetidos à dieta de frutose, os animais ApoE-KO 

apresentam aumento da glicemia enquanto que nos animais C57 este método 

não é suficiente para alterar seu nível de glicose.  

 

A partir do estudo de Cannizzo (2012) pode-se perceber que os níveis de 

glicose encontrados em nossos animais ApoE-KO e C57 jovens e idosos são 

semelhantes aos encontrados pelo autor e que, naturalmente, ou seja, com 
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dieta regular e mesmo com o envelhecimento, o nível de glicose nos animais 

ApoE-KO e C57 não se alteram e são semelhantes entre sí, não havendo 

diferença entre os grupos. 

 

  

5.2 ANÁLISE DO ESTRESSE OXIDATIVO E APOPTOSE DAS CÉLULAS DE 

MEDULA ÓSSEA, SANGUE E AORTA DE CAMUNDONGOS 

ATEROSCLERÓTICOS E C57 

 

Sabe-se que, fisiologicamente, as células exigem um equilíbrio entre as 

condições pró-oxidantes e antioxidantes do organismo. Logo, o rompimento do 

estado estacionário em favor da condição pró-oxidante é denominado de 

estresse oxidativo. Sabemos que este processo tem como consequência danos 

às biomoléculas como ao DNA, aos lipídios e às proteínas (Sies, 1993; Ribeiro, 

2005).  

 

As doenças cardiovasculares e o envelhecimento estão intimamente 

relacionados, uma vez que existe uma correlação positiva entre 

surgimento/agravamento de doenças cardiovasculares e envelhecimento. Além 

disso, tem sido demonstrada a associação de ambos com o aumento da 

produção de espécies reativas de oxigênio, assunto que será bem abordado 

nesta discussão. 

 

Neste estudo foi observado que os níveis de ânions superóxido, detectados 

pelo DHE, encontrados nas células mononucleares de medula óssea, sangue e 

aorta foram maiores em animais ApoE-KO idosos quando comparados com 

todos os outros grupos, inclusive quando comparado com o grupo C57 idoso. 

Isto sugere que a aterosclerose tem papel essencial e provoca aumento 

exacerbado na produção de ânions superóxido. Uma das consequências do 

aumento das espécies reativas de oxigênio é a apoptose celular, a qual se 

apresentou também elevada nos animais ApoE-KO. 

 

O envelhecimento também provocou aumento da produção de ânions 

superóxido nas células de medula, sangue e aorta dos animais C57 idosos 

quando comparado com os C57 jovens, demonstrando que efetivamente leva 
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ao estresse oxidativo, pois observamos também a consequência deste 

panorama que foi a alta taxa de apoptose nas células de medula, aorta e 

sangue dos animais C57 idosos. 

  

Com relação a produção de peróxido de hidrogênio, detectada pelo DCF-DA, 

observamos um aumento significante nas células de medula óssea e no 

sangue de animais ApoE-KO idosos quando comparados com os outros 

grupos, incluindo o C57 idoso. O grupo C57 idoso também apresentou 

aumento da produção de peróxido de hidrogênio nas células de medula óssea 

quando comparado com seu controle jovem, mas não apresentou aumento nas 

células sanguíneas.  Já nas células de aorta, os níveis de peróxido não 

sofreram alterações entre os grupos, porém aparentemente há nível baixo de 

peróxido de hidrogênio nos grupos, pois a intensidade média de fluorescência 

de peróxido de hidrogênio nos outros órgãos é mais alta.  

 

Diversos estudos mostram que o estresse oxidativo é uma característica chave 

na aterogênese, pois as espécies reativas de oxigênio (ERO) estão envolvidas 

em todas as fases da doença, da disfunção endotelial, formação e 

desenvolvimento da placa aterosclerótica até a ruptura da placa (Lee et al., 

2012). 

 

Uma das razões que explica o envolvimento dos radicais livres no processo 

aterosclerótico, é a geração de lipoproteínas de baixa densidade oxidadas, que 

por vários mecanismos, danificam a parede vascular e causam lesões 

ateroscleróticas (Pecoits Filho et al., 2002). 

 

A importância do estresse oxidativo na doença aterosclerótica cardiovascular é 

destacada pela observação de que na presença de fatores de risco para a 

doença arterial coronariana há aumento do número de marcadores de estresse 

oxidativo (Antoniades et al., 2003). Hidroperóxidos lipídicos do soro (LOOH) 

são gerados a partir de ácidos graxos poliinsaturados e representam 

principalmente produtos da peroxidação de ácidos graxos. Malondialdeído 

(MDA) também é um produto final de peroxidação lipídica. Ambos, LOOH e 

MDA, têm sido encontrados em número elevado na presença de fatores de 

risco cardiovascular (Sanderson et al., 1995; Nacitarhan et al., 1995; Lee et al., 
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2012). 

 

O endotélio também tem sido identificado como uma importante fonte de ERO 

nos vasos sanguíneos humanos (Guzik et al., 2004) e a função endotelial está 

intimamente ligada a homeostase de formação de ERO no interior da parede 

vascular (Antonopoulos et al., 2011; Lee et al., 2012). 

 

Vários são os estudos que relacionam a presença da placa aterosclerótica com 

o aumento do número de espécies reativas de oxigênio. Miller, por exemplo, 

demonstrou, em seu estudo, o aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio na parede vascular de animais ateroscleróticos, principalmente 

através da camada média arterial. Para isso utilizou células musculares lisas 

isoladas de aortas de coelhos. As espécies reativas foram detectadas com 

teste de lucigenina (Miller, 1998).  Assim como Miller, também detectamos 

aumento da produção de ânion superóxido nas células endoteliais, sangue e 

medula óssea de animais ateroscleróticos. Corroborando os nossos resultados, 

em um estudo prospectivo, realizado por Anselmi e colaboradores (2006), foi 

demonstrado que pacientes com placas coronárias complexas têm níveis 

significativamente mais elevados de LDL-oxidada (Anselmi et al., 2006; Lee et 

al., 2012) logo há aumento da produção de ERO neste local. 

 

Em consonância com nossos dados, Pernomian demonstrou, aumento da 

produção de ânions superóxido via citometria de fluxo, também através de 

DHE, em artérias carótidas de ratos hipertensos (Pernomian, 2012). 

 

Mugge e colaboradores também demonstraram o aumento da produção de 

ânions superóxido, pela medida de quimioluminescência, em anéis de aorta 

obtidos de coelhos alimentados com colesterol (1%, durante 12 semanas) 

quando comparados com controles que receberam dieta normal (1994). Em 

estudo similar, realizado por Ohara, demonstrou-se que  coelhos que recebiam 

dieta com 1% de colesterol por 4-6 semanas aumentavam a produção de ânion 

superóxido na aorta torácica (Ohara et al.,1993). 

 

D’Usciu, em 2001, observou, também através de cortes histológicos de aorta 

corados com DHE, aumento da produção de ânions superóxido nos 
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camundongos ApoE-KO tratados com dieta quando comparados com animais 

C57.  

 

A aterosclerose, na maioria dos estudos, é associada ao aumento das espécies 

reativas de oxigênio devido ao desenvolvimento de um ambiente oxidativo 

causado pela ativação de macrófagos que, além de produzir espécies reativas 

de oxigênio, secretam citocinas e fatores de crescimento que contribuem para 

a progressão da placa aterosclerótica (Weber et al., 2008; Nigro, 2010). 

 

Semelhante ao observado em nosso estudo, Collins (2009) mostrou que 

camundongos LDL knockout com 21 meses apresentaram diminuição da 

expressão vascular de enzimas antioxidantes quando comparados com 

animais de 3 meses de idade (Collins, 2009), demonstrando que, além da 

aterosclerose, o envelhecimento também é responsável pelo aumento da 

produção de ROS. Diante disso, podemos sugerir que os animais ApoE-KO 

idosos, utilizados em nosso estudo, provavelmente apresentam diminuição da 

função antioxidante. Além disso, Mathews e colaboradores (2006) mostraram 

que o estresse oxidativo leva ao encurtamento de telômeros e, 

consequentemente, senescência prematura de células musculares lisas 

isoladas da placa aterosclerótica.  

 

Portanto, estudos confirmam a existência de uma correlação positiva entre 

envelhecimento e produção de ERO, sendo que esta pode ser agravada por 

doenças cardiovasculares, como aterosclerose. Além disso, vários fatores de 

risco cardiovascular estão associados ao aumento do estresse oxidativo que, 

por sua vez leva à modificação funcional de várias proteínas, oxidação de LDL 

(lipoproteínas de baixa densidade), dano molecular (DNA, lipídios, proteínas), 

disfunção endotelial e a todas as condições que predispõem a aterogênese 

(Trescases et al., 2010). 

 

No presente estudo, verificamos aumento da produção de ERO, 

especificamente, ânions superóxido e peróxido de hidrogênio nas células de 

camundongos ateroscleróticos. Considerando que estas são as principais ERO 

produzidas pelo sistema cardiovascular, era de se esperar o aumento da 

produção destes tipos de ERO nos diferentes tipos celulares avaliados em 
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nosso estudo. 

 

Tripathy, em 2003, demonstrou que a infusão de ácidos graxos livres em 

pacientes saudáveis aumenta a produção de ânions superóxido em células 

mononucleares isoladas de sangue. De forma semelhante, Zalba e 

colaboradores (2007) demonstraram aumento da atividade da enzima NADPH 

oxidase com consequente aumento da produção de ânion superóxido em 

monócitos isolados do sangue periférico de pacientes com aterosclerose.  

 

Em nosso estudo observamos aumento da produção de peróxido de hidrogênio 

nas células sanguíneas de animais ApoE-KO idosos quando comparado com 

os demais grupos. Corroborando nossos dados, estudo realizado em 

camundongos LDL knockout mostrou aumento da produção de peróxido de 

hidrogênio em linfócitos isolados do baço destes animais (Paim et al., 2008). 

 

Vários sistemas enzimáticos podem levar a produção de ânion superóxido, 

participando assim do evento aterogênico, um desses sistemas é o da NADPH 

oxidase, que quando ativado, geralmente, em células fagocíticas (como 

macrófagos) origina o ânion superóxido que normalmente é utilizado como 

espécie reativa tóxica para microorganismos (Sies, 1985; Augusti, 2010). No 

sistema cardiovascular, a principal responsável pela produção de O2
- nas 

células é a NADPH oxidase que catalisa sua produção pela redução do 

oxigênio, usando a NADPH como doadora de elétron (Gyllenhammar, 1987; 

Griendling et al., 1994; Mohazzab et al, 1994; Pagano et al., 1995; Jones et al., 

1996; Gu et al., 1998; Lassegue & Clempus, 2003). 

 

Vários estudos, in vitro e in vivo, demonstram o papel crítico da NADPH 

oxidase no estresse oxidativo no contexto da aterosclerose. De fato, entre os 

vários agonistas que podem ativar a enzima, contam-se vários fatores 

conhecidos por estar envolvidos na patogênese da doença, nomeadamente, a 

angiotensina II, trombina, PDGF, TNF-α, IL-1 e, mais especificamente para as 

células endoteliais, forças mecânicas incluindo o shear stress e fatores de 

crescimento do endotélio vascular (Brito, 2007; Rabelo et al., 2009). 

 

De acordo com Madamanchi e colaboradores (2005), células endoteliais, 
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musculares lisas e macrófagos são fontes de ERO que modificam fosfolipídeos 

e oxidam as LDL, além de estar envolvidas na sinalização vascular para 

migração e proliferação celular durante a formação da placa aterosclerótica. 

 

Vários estudos demonstram que a disfunção endotelial relaciona-se com o 

aumento da atividade da NADPH oxidase (pelo aumento da expressão de suas 

subunidades catalíticas), já que lesões ateroscleróticas em artérias coronárias 

humanas mostram intensa expressão de gp91phox na região vulnerável da 

placa (Taniyama et al., 2003; Stocker et al., 2004; Xu et al., 2008; Rabelo et al., 

2010).  

 

Wharnholtz e colaboradores (1999) também relataram aumento da atividade da 

enzima NADPH oxidase e consequente aumento de produção de ânion 

superóxido em artérias de coelhos tratados com dieta hipercolesterolêmica.  

 

Sorescu e colaboradores (2002) detectaram um upregulation das subunidades 

gp91phox e Nox4 de NADPH oxidase em macrófagos de coronárias de 

pacientes com aterosclerose e Barry-Lane e colaboradores (2001) observaram 

que camundongos knockout deficientes para subunidade p47phox exibiam 

menores níveis de ânion superóxido e que camundongos com deficiência de 

Apolipoproteína E e NADPH oxidase apresentavam menor desenvolvimento de 

aterosclerose que os animais ApoE-KO NADPH+/+ (Barry- Lane et al., 2001). 

 

Assim como Sheehan (2011) que também demonstrou que aortas de 

camundongos ApoE-KO apresentavam maior produção de ânion superóxido 

quando comparado com o grupo controle e que na ausência da subunidade 

Nox1 da NADPH oxidase os níveis de ERO são diminuídos, confirmando a 

colaboração desta enzima neste modelo de aterosclerose.  

 

Em outro estudo, aortas foram isoladas de camundongos ApoE-KO e C57 de 8 

meses de idade, alimentados com dieta regular, para determinação da 

atividade da SOD. Não houve diferença entre os grupos C57 e ApoE-KO no 

que tange a atividade total da SOD, ou os níveis de Cu/Zn-SOD e Mn-SOD na 

aorta destes animais (Fukai et al., 1998). Este estudo demonstra que a enzima 

SOD não gera nenhum mecanismo de compensação nos animais ApoE-KO, 
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logo como há aumento nos níveis de espécies reativas de oxigênio e não há 

atividade compensatória da enzima, ocorre maior acometimento das células 

por danos oxidativos, o que foi observado em nossos resultados, 

especialmente nas células mononucleares de medula óssea.  

 

Como já se sabe, o excesso de radicais livres no organismo é combatido por 

antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta (Barreiros, 2006). A 

enzima superóxido dismutase (SOD), descoberta por Irwin Fridovich e Joe 

McCord (McCord & Fridovich, 1988) é a responsável por proteger contra a 

disfunção endotelial durante o envelhecimento (Lund et al., 2009). O ideal seria 

a eliminação do excesso de ânion superóxido pela SOD que catalisa a 

trasnformação deste anion em peróxido de Hidrogênio (Halliwell & Gutteridge, 

1990). 

 

 Há três grandes famílias de SOD que são classificadas segundo o metal que 

se ligam, são elas: Cobre e Zinco (SOD - Cu/Zn), presente nas células de 

eucariotos; Ferro e Manganês, presente nas células de procariotos e 

mitocôndrias;  e uma Níquel, presente nos procariotos (Loon et al., 2012). Há 

três tipos de SOD presentes em mamíferos, a SOD-1 localizada no citoplasma, 

SOD-2 na mitocôndria e SOD-3 extracelular. Além de gerar peróxido de 

hidrogênio, a SOD também reage com Óxido Nítrico (NO) formando 

peróxinitrito (Gardner et al., 1995). Alem disso, a SOD é a principal forma ativa 

na remoção do ânion superóxido em eventos pré-ateroscleróticos (Stralin et al., 

1995). 

 

A enzima Glutationa peroxidase também tem importância na aterosclerose, 

sendo capaz de reduzir peróxido de hidrogênio em água e, com isso, diminuir 

os danos causados pelo peroxinitrito (Sies et al., 1997; Loon et al., 2012).  

 

Outra enzima de grande importância é a catalase que é encontrada 

predominantemente em peroxissomos e converte peroxido de hidrogênio em 

água. Também pode ser encontrada no sangue, medula óssea, mucosas, rim e 

fígado. Sua atividade é dependente de NADPH (Mayes, 1990; Scott et al., 

1991) e também tem participação na aterosclerose. 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Irwin_Fridovich
http://en.wikipedia.org/wiki/Joe_M._McCord
http://en.wikipedia.org/wiki/Joe_M._McCord
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 O peróxido de hidrogênio, portanto, pode ser removido pela enzima catalase, 

gerando oxigênio e água (Hunt et al., 1998; Neuzil et al., 1998). As ezimas 

glutationa peroxidase e redutase também podem participar deste processo 

(Augusti, 2010). Vários estudos demonstram que, durante a aterosclerose, o 

peróxido de hidrogênio estimula diretamente a indução de apoptose de células 

musculares lisas e o ânion superóxido, por sua vez, inativa o óxido nítrico 

(Papaharalambus & Griendling, 2007). 

 

Estudos com camundongos ApoE-KO demonstraram a ativação de genes de 

enzimas antioxidantes durante o desenvolvimento das estrias gordurosas no 

início da formação da placa aterosclerótica (Hoen et al., 2003). Collins 

percebeu que o desenvolvimento da placa aterosclerótica era proporcional ao 

aumento de espécies reativas de oxigênio e consequente diminuição de 

Glutationa peroxidase, SOD e catalase (Collins et al., 2009). A presença da 

enzima catalase foi relacionada ao retardo do desenvolvimento da placa 

aterosclerótica (Yang et al., 2004; Shi et al., 2004; Kirkman et al., 2007). 

 

O estudo de Mogadadashian e colaboradores sobre a capacidade antioxidante 

encontrada em diferentes órgãos do camundongo ApoE-KO é de grande 

importância e ajuda a entender as respostas tecido-específicas. Seus 

resultados indicam uma variação significativa dos componentes endógenos 

antioxidantes, por exemplo, o rim apresentou altos níveis de GPx, Glutationa 

redutase e catalase, enquanto que no plasma sanguíneo os níveis foram 

baixíssimos, com exceção para catalase que não foi detectada no plasma. 

Também foi detectada alta atividade da SOD no coração, rim e pulmão, 

enquanto que no plasma sanguíneo a atividade foi baixa. Interessante 

ressaltar, que em seu experimento, não encontraram diferenças entre C57 e 

ApoE-KO.  

 

Em outro estudo, foi encontrada baixa atividade das enzimas SOD e catalase 

em aortas de camundongos ApoE-KO de 30 semanas de idade quando 

comparado com os animais C57 (Yaghoubi et al., 2000; Villeneuve et al., 2003). 

 

Logo, nossos resultados que indicam aumento da produção de ânion 

superóxido em células de medula óssea, sangue e células endoteliais de aorta 
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podem sugerir queda da atividade da SOD nestes órgãos. Por outro lado, com 

relação ao peróxido de hidrogênio podemos dizer que a atividade da catalase é 

diferenciada, pois encontra-se prejudicada nas células sanguíneas dos animais 

ApoE-KO idosos, pois ocorreu aumento da produção de peróxido de hidrogênio 

nestes animais, enquanto que nos animais C57 o nível de peróxido se manteve 

baixo mesmo nos idosos, sugerindo um upregulation da enzima catalase no 

sangue destes animais. Já nas células de medula óssea, ocorreu aumento da 

produção de peróxido tanto em C57 quanto em ApoE-KO idosos, o que sugere 

um downregulation da catalase na medula óssea. Apesar de não termos 

encontrado diferença no nível de peróxido de hidrogênio nas células endoteliais 

dos animais, aparentemente há nível baixo em todos os grupos, o que sugere 

um sistema antioxidante atuante na aorta destes animais.  

 

Um estudo com pacientes hipercolesterolêmicos jovens demonstrou a 

capacidade de redução de estresse oxidativo através de vitamina E combinada 

com óleo de peixe e niacina (Accinni et al., 2006). Entretanto, outros estudos 

têm demonstrado resultados negativos, no que tange a utilização de 

antioxidantes como efeito protetor contra a produção de ERO. O grande 

problema em utilizar terapia com antioxidantes, como a vitamina E, está em 

sua insolubilidade em água, o que acaba prejudicando o transporte intracelular 

e, consequentemente, não degradando as espécies reativas de oxigênio. A 

solução para estes casos foi a utilização de Vitamina C, pois esta é solúvel em 

água e logo, atingiria o compartimento intracelular. Entretanto, a Vitamina C 

tem um limiar de absorção de apenas 200mg e o aumento desta acaba 

produzindo danos oxidativos ao DNA dos pacientes (Podmore et al., 1998; 

Hodis et al., 2002; McGregor et al., 2006). 

 

Quando o tratamento com antioxidantes é utilizado em pacientes com doenças 

cardiovasculares já bem estabelecidas, há claramente insuficiência na proteção 

contra ERO (Vivekananthan et al., 2003). Isto também foi demonstrado por 

Averill e colaboradores que trataram camundongos ApoE-KO idosos (7 meses) 

com dieta antioxidante, que continha uma mistura de vitaminas C e E e não 

perceberam efeito algum na redução do tamanho da placa aterosclerótica ou 

diminuição de espécies reativas de oxigênio  (Averill et al., 2009). Argumento a 

fortiori, se nossos animais ApoE-KO idosos com 18 meses de idade fossem 
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tratados com essa dieta antioxidante, muito provavelmente seria insuficiente 

para impedir os eventos oxidativos. 

 

Ainda, no que tange as enzimas antioxidantes, há um outro estudo, realizado 

em camundongos ApoE-KO que mostrou  maior desenvolvimento da placa 

aterosclerótica quando estes animais eram deficientes para enzima 

antioxidante glutationa peroxidase, além disso foi observado maior produção de 

espécies reativas de oxigênio no local da placa (Torzewski et al., 2007).  

 

Em estudo realizado por Peled Kamar e colaboradores, em 1995, 

camundongos Knockout para SOD (CuZn) mostraram diminuição do número de 

células hematopoiéticas na medula óssea. Neste estudo foi demonstrado que 

estes animais apresentaram aumento da peroxidação lipídica o que acarretou 

em danos oxidativos nas células de medula óssea e, consequentemente 

apoptose celular (Peled Kamar et al., 1995).  

 

Ademais, o estresse oxidativo/nitrosativo pode estar presente em um órgão e 

ausente em vários; e, mesmo na sua presença, pode não haver alterações 

suficientes para induzir o envelhecimento celular (Pérez et al., 2009). Além 

disso, vários estudos demonstram que a produção de espécies reativas de 

oxigênio aumenta com o envelhecimento (Wang & Bennett, 2012) e que 

associado a isto estão as evidências de que, com a idade declina também o 

sistema antioxidante capaz de reverter este quadro. 

 

Logo, podemos relacionar o aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio, precisamente ânions superóxido e peróxido de hidrogênio, nas 

células mononucleares de medula óssea encontrado nos animais controle 

(C57) idosos de 18 meses de idade com este fenômeno observado durante o 

envelhecimento. Além disso, também observamos que as células endoteliais 

dos animais C57 idosos apresentaram maior produção de ânion superóxido 

que os animais jovens o que também pode estar associado ao declínio do 

sistema antioxidante devido ao envelhecimento. 

 

Em nosso estudo, avaliamos o potencial oxidante nas células sanguíneas dos 

animais ateroscleróticos e controle. Sabe-se que os linfócitos são importantes 
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células imunológicas, presentes em grande quantidade no sangue. Estas 

células do sistema imune usam as ERO para a realização de suas funções 

normais, mas uma quantidade excessiva de ERO pode atacar componentes 

celulares que levam a lesão. Os níveis de antioxidantes em células imunes 

desempenham um papel central na proteção contra o estresse oxidativo e, 

portanto, preservação de sua função adequada (Gautam, 2010). 

 

O sangue humano é, portanto, uma excelente fonte de marcadores in vivo de 

estresse oxidativo, uma vez que nele são transportados e redistribuídos 

antioxidantes e endobióticos modificados por ação das espécies reativas de 

oxigênio. O sistema antioxidante sanguíneo é classificado em enzimático, 

representado pelas enzimas antioxidantes, e não-enzimático, formado por 

vitaminas e substâncias, como a glutationa. O enzimático é representado, 

principalmente, pelas enzimas antioxidantes: a superóxido dismutase (SOD) 

que catalisa a dismutação do ânion radical superóxido (O2
-) a peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e O2, a catalase que atua na decomposição de H2O2 a O2 e 

H2O e a glutationa peroxidase, que atua sobre peróxidos em geral, com 

utilização de glutationa como co-fator. e o sistema antioxidante não enzimático 

é formado por muitas substâncias, com destaque para a glutationa, principal 

composto antioxidante intracelular, tocoferóis, ascorbato, ácido úrico e β-

caroteno, além de proteínas de transporte de metais de transição, como a 

transferrina (transporte do cobre e oxidação do ferro para ser captado pela 

transferrina) (Halliwell et al., 2007; Vasconcelos et al., 2007). 

 

Logo, no sangue circulam importantes antioxidantes, a exemplo das vitaminas 

C, E, β-caroteno etc., bem como biomarcadores do dano causado por espécies 

reativas de oxigênio e outros, como malondialdeído (MDA), isoprostanos 

lipoperóxidos e outros derivados da peroxidação lipídica das membranas 

celulares (Vasconcelos et al., 2007). 

 

Sabe-se que em linfócitos, as ERO são geradas como subprodutos de 

processos metabólicos normais que ocorrem na mitocôndria, nos peroxissomos 

(β-oxidação de ácidos graxos) e em sistemas enzimáticos do citosol 

(lipooxigenase, NADPH oxidases, citocromo P450) (Sauer et al., 2001).  
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Em nosso estudo, a análise das células do sangue mostrou que a produção de 

ânions superóxido apresentou aumento significativo com o envelhecimento nos 

animais C57, por outro lado, a produção de peróxido não foi alterada. 

Entretanto, quando os animais ApoE-KO idosos foram comparados com os 

animais C57 idosos, observamos aumento significativo da produção de ânions 

superóxido e de peróxido de hidrogênio no sangue, sugerindo que a formação 

da placa aterosclerótica associada ao envelhecimento está diretamente 

relacionada a produção de espécies reativas de oxigênio. Isto sugere um 

sistema antioxidante eficaz contra algumas espécies reativas de oxigênio e 

ineficaz contra outras.  

 

A baixa atividade de glutationa peroxidase em células sanguíneas foi 

correlacionada com aumento da incidência de doenças cardiovasculares 

(Espinola-Klein et al., 2007). 

 

Gautam realizou, em 2010, um estudo sobre o efeito do envelhecimento em 

linfócitos coletados de sangue de pacientes saudáveis de 11-20, 21-30, 31-40, 

41-50 e 51-60 anos de idade. Para tanto, observou o efeito aumentado da 

peroxidação lipídica e proteica no envelhecimento. A atividade das glutationas 

peroxidase (GPx), redutase (GR) e transferase (GST), e da SOD apresentaram 

declínio altamente significativo nos grupos de 51-60 anos de idade comparados 

com o grupo de 11-30 anos de idade (Gautam, 2010), revelando o papel do 

envelhecimento neste processo.  

 

A teoria do envelhecimento pelo estresse oxidativo prevê que animais como 

camundongos C57 (mus musculus) utilizam uma ou mais estratégias para 

atrasar/limitar danos celulares pelo estresse oxidativo: i) produção diminuída de 

espécies reativas de oxigênio no inicio da vida, assim leva tempo até alcançar 

patamar crítico de produção. ii) tolerância aumentada contra aumento da 

produção de espécies reativas de oxigênio (incluindo defesa antioxidante e 

mecanismos de reparo). iii) taxa mais lenta de aumento da geração de ERO 

relacionadas com a idade (aumentando o tempo necessário para atingir um 

limiar crítico) (Csiszar, 2007). Porém, várias alterações podem ser observadas 

durante o envelhecimento, que incluem, uma reduzida capacidade para utilizar 

o oxigênio, juntamente com capacidade cardiocirculatória prejudicada e 
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adaptação respiratória, deterioração do sistema nervoso central (redução na 

forma, largura, e taxa de condução do potencial evocado), e degeneração da 

massa muscular caracterizada por uma redução diâmetro das fibras 

musculares (Pansarasa et al., 1999; Doria et al., 2012). 

 

Por fim, deve-se ressaltar que estímulos patogênicos como o estresse oxidativo 

ativam a via de sinalização do fator nuclear kappa beta (NFkB) que, por sua 

vez, induz a ativação de genes associados ao envelhecimento celular (Ferrari 

et al., 2009; Salminem et al., 2009; Gutteridge et al., 2010; Silva & Ferrari, 

2011). 

 

Vários estudos têm relatado diminuição da expressão e atividade de genes que 

codificam enzimas antioxidantes em animais idosos (Collins, 2009). Isto fica 

claro quando observamos o impacto do envelhecimento sobre a produção de 

espécies reativas de oxigênio, especificamente o ânion superóxido, nas células 

de aorta, sangue e mononucleares de medula óssea dos animais C57 idosos 

quando comparados com os animais C57 jovens. 

 

Em estudo realizado por Collins, a análise de tecidos retirados de animais 

idosos revelou alto índice de espécies reativas de oxigênio responsável por 

disfunção mitocondrial, danos às células vasculares e oxidação de lipídios 

(Collins, 2009). Outros tecidos também já foram avaliados em outros estudos, 

quanto ao impacto do envelhecimento na produção de espécies reativas de 

oxigênio. Harper e colaboradores (1998) demonstraram que a produção de O2
- 

é significativamente mais elevada em hepatócitos isolados cultivados de ratos 

idosos com 30 meses em comparação com os dos ratos de 3 meses de idade 

(Massudi et al.,2012). 

 

Além do aumento do estresse oxidativo e de lesões decorrentes deste 

(oxidação do DNA, peroxidação lipídica e de proteínas), diversos estudos 

reportaram redução dos sistemas celulares de defesa antioxidante (glutationa, 

glutationa-peroxidase e catalase) em tecidos e fluidos biológicos de animais 

senescentes, em comparação com jovens (Akila et al., 2007; Sivonová, 2007). 

Um estudo observou aumento da formação de lipoperóxidos, diminuição da 

atividade antioxidante do plasma associada à idade e redução da atividade da 
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enzima Glutationa peroxidase dos eritrócitos, sem alteração da atividade da 

enzima superóxido dismutase (SOD) no decorrer do processo de 

envelhecimento (Mendoza, 2007).  

 

Em nosso estudo, observamos que há aumento da produção de superóxido 

durante o envelhecimento do animal, o que sugere uma atividade prejudicada 

da SOD no sangue dos animais C57 idosos. Quanto à produção de peróxido de 

hidrogênio, pode-se sugerir que há uma variação da atividade da enzima 

catalase conforme a linhagem ApoE-KO e C57, pois quando avaliamos, por 

exemplo, a produção de peróxido de hidrogênio no sangue de animais ApoE-

KO observamos sistema antioxidante fraco enquanto que na análise de animais 

C57 o que parece é que a atividade da enzima foi suficiente para compensar a 

produção de peróxido, pois não há diferença entre animais C57 jovens e 

idosos. 

 

Cand e Verdetti (1989) demonstraram que a atividade das enzimas 

antioxidantes não respondem de forma similar durante o envelhecimento, além 

disso, a atividade das enzimas variava dependendo do tecido alvo. Em seu 

estudo, utilizaram ratos Wistar de 4 meses e 24 meses, sendo este 

considerado idoso e investigaram a atividade das enzimas Gpx, SOD e 

catalase nos órgãos: fígado, rim e coração. Observaram que a atividade da 

SOD e Gpx diminuíam significativamente com envelhecimento no fígado e rim. 

Entretanto, encontram atividade da catalase aumentada no músculo cardíaco 

mas diminuída nos outros órgãos. Os resultados demonstraram que o sistema 

antioxidante tem respostas diversas frente ao envelhecimento e que há 

variação conforme o tecido (Cand & Verdetti, 1989). 

 

Desta forma, diante dos sistemas antioxidantes vs pro-oxidantes, faz-se 

necessário um balanceamento para que não ocorra produção exagerada de 

espécies reativas de oxigênio, o que muitas vez não é possível quando há uma 

patologia associada. 

 

Os dados de Cand e Verdetti auxiliam no entendimento de nossos resultados, 

uma vez que como utilizamos tecidos diferentes, cada um tem um tipo de 

resposta frente ao envelhecimento e doença, pois o sistema antioxidante é 
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variável nestes. Conforme observamos em nossos resultados, não 

encontramos diferença entre os grupos na produção de peróxido de hidrogênio 

nas células endoteliais de aorta, o que pode ser explicado possivelmente por 

atividade aumentada da enzima catalase, usando uma analogia com o estudo 

de Cand e Verdetti. O mesmo encontramos nas células sanguíneas do grupo 

C57, no qual não há diferença entre jovens e idosos no que tange a produção 

de peróxido de hidrogênio, sugerindo também um possível aumento da 

atividade da enzima catalase. 

 

Por outro lado, os resultados encontrados sobre o estresse oxidativo nas 

células mononucleares de medula óssea foram bem reveladores e de grande 

importância para a literatura científica, pois é o primeiro estudo a demonstrar o 

impacto da aterosclerose e do envelhecimento sobre as células de medula 

óssea. É nela que são produzidas as células do 

sangue:  Eritrócitos,  Leucócitos e plaquetas. Estes componentes 

do sangue são renovados continuamente e a medula óssea é quem se 

encarrega desta renovação. No homem adulto sadio são produzidos cerca de 

2,5 bilhões de eritrócitos, 2,5 bilhões de plaquetas e 1,0 bilhão de granulócitos 

por kg de peso corporal (Junqueira & Carneiro, 2004). Além disso, a medula 

óssea é fonte de células tronco, que atuam no reparo de danos vasculares, 

como, por exemplo, durante a formação da placa aterosclerótica.  

 

Estudos recentes demonstraram a migração de células tronco para local de 

lesão na placa aterosclerótica e consequente diferenciação em células 

musculares lisas (Shin et al., 2010; Yu et al., 2010; Yang et al., 2012). 

 

Lipídios sistêmicos derivados da dieta podem ser liberados na medula óssea 

através de quilomicrons. A hiperlipidemia pode influenciar negativamente as 

células tronco tanto no pool de células da medula óssea quanto no pool da 

circulação (Hussain et al., 1989). Experimentos realizados em coelhos 

revelaram que além do fígado, a medula óssea também atua no clearence de 

quilomicrons. Também há evidencias de que ocorre a captação de LDL na 

medula óssea (Wiklund et al., 1987; Hussain et al., 1989; Williams et al., 1988). 

 

Outro dado de grande importância para entendimento dos resultados é o 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Hem%C3%A1cia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%B3bulos_brancos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Plaqueta_sangu%C3%ADnea
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sangue
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comportamento das células tronco em seu nicho, a medula óssea. Algumas 

populações de células na medula óssea, como por exemplo, as células 

hematopoéticas mantem-se em um estado de quiescência contribuindo dessa 

forma para longevidade e função das mesmas e provavelmente reduzindo o 

estresse oxidativo proveniente da respiração celular (Eliasson & Jonsson, 

2010).  

 

A medula óssea, é, portanto, a principal fonte de células tronco multipotentes 

do organismo. Alguns estudos demonstraram a importância do baixo nível de 

oxigênio encontrado na medula óssea. Este ambiente de hipóxia é responsável 

pela manutenção do estado quiescente das células tronco. (Ceradini et al., 

2004; Suda et al., 2005; Wilson & Trump, 2006; Yin & Li, 2006; Jang & Sharkis, 

2007; Parmar et al., 2007; Ren et al., 2010). 

 

Portanto, as células tronco derivadas da medula óssea são reguladas pelo 

microambiente da medula, que envia sinais para que se renovem, diferenciem, 

migrem conforme a necessidade dos tecidos. As espécies reativas de oxigênio, 

especialmente o peróxido de hidrogênio, são importantes para regulação das 

funções das células tronco em resposta a vários estímulos fisiológicos. O nível 

baixo de peróxido de hidrogênio na medula óssea é importante para 

manutenção do estado de quiescência das células tronco, em sentido contrário, 

níveis altos de peróxido de hidrogênio contribuem para promover migração, 

diferenciação e proliferação das células tronco hematopoiéticas e progenitoras. 

Em resposta à injuria vascular as espécies reativas de oxigênio, derivadas da 

NADPH oxidase, encontram-se aumentadas na medula óssea o que acarreta 

um ambiente oxidativo. Este estado leva a migração das células tronco para o 

local de reparo. Entretanto, diante do envelhecimento e condições patológicas 

como aterosclerose, hipertensão e diabetes há aumento exagerado da 

produção de espécies reativas de oxigênio o que acarreta em um nicho de 

medula óssea altamente oxidante e inflamatório, logo induzindo à apoptose e 

ao dano celular (Tothova et al., 2007; Jang et al., 2007; Naka et al., 2008; Urao 

& Fukai, 2012; Sardina et al., 2012;). Assim, o nicho da medula óssea é pobre 

em oxigênio, mas a situação muda quando a NADPH oxidase é ativada e as 

células tronco são obrigadas a proliferar e migrar para áreas de lesão (Heissig 

et al., 2002; Koop et al., 2005; Suda et al., 2005; Li et al., 2006). 
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A NADPH oxidase, principal fonte de ERO, é formada por várias subunidades, 

dentre elas as gp91phox (NOX2) e p22phox.  Estudos com isquemia de membro 

demonstraram que a expressão de NOX-2 se encontra aumentada nas células 

mononucleares de medula óssea (Urao et al., 2008; Urao et al., 2012). Logo, 

aumentando também a diferenciação e migração de células tronco da medula 

óssea para o sangue. Durante o processo de diferenciação celular, ocorre um 

downregulation de genes antioxidantes enquanto que as NOX são ativadas, 

portanto ocorre aumento do número de espécies reativas de oxigênio na 

medula óssea que estimula a diferenciação das células tronco (Saretzki et al., 

2004, Buggisch et al., 2007). 

 

Diante disso, é importante frisar o papel das células tronco derivadas da 

medula óssea para regeneração de danos vasculares. Em contrapartida, como 

os estudos indicam, na presença de uma patologia como a aterosclerose, os 

níveis de produção de espécies reativas de oxigênio estão extremamente 

alterados, e, certamente há o comprometimento das células tronco. Como 

observamos em nosso estudo, as células mononucleares de medula óssea 

apresentaram alta produção tanto de ânion superóxido, quanto de peróxido de 

hidrogênio, o que pode ser altamente prejudicial as células tronco e demais 

células da medula óssea, pois também há alta taxa de apoptose no local. Outro 

dado importante é que mesmo aos 2 meses de idade os camundongos ApoE-

KO apresentaram maior produção de ânion superóxido e peróxido de 

hidrogênio nas células de medula óssea do que os animais C57 sugerindo que 

desde de o início da lesão, as espécies reativas de oxigênio já estão presentes. 

 

Em recente publicação, Turgeon (2012) induziu isquemia de membro em 

camundongos deficientes para Nox-2, uma das subunidades da NADPH 

oxidase. Os animais controle idosos (10 meses de idade) apresentavam 

isquemia aumentada e níveis altos de espécies reativas de oxigênio. Já os 

camundongos deficientes para Nox-2 apresentaram índices reduzidos de 

espécies reativas. Além disso, avaliou o potencial de regeneração das células 

progenitoras endoteliais (EPC) e observou que está significativamente 

reduzidas nos animais idosos que tem a Nox-2.  Por outro lado, os animais com 

deficiência para Nox-2 apresentaram  EPCs com capacidade regenerativa 
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elevada, contribuindo para reperfusão dos membros isquemiados.  

 

Haddad e colaboradores (2011) também  fizeram  experimentos semelhantes a 

este, porém utilizaram camundongos deficientes para Nox-2 e induziram a 

hipercolesterolemia através de dieta rica em colesterol. Observaram que os 

camundongos Nox-2 deficientes apresentaram menor produção de espécies 

reativas de oxigênio e consequentemente menor desenvolvimento de placa 

aterosclerótica quando comparados com os animais que tinham a Nox-2. Logo, 

avaliaram também a atividade local de células progenitoras endoteliais e 

perceberam que o camundongo Nox-2 Knockout apresentava maior atividade 

quando comparado com o controle. 

 

Portanto, fazendo uma analogia com o estudo de Turgeon (2012), pode-se 

sugerir que possivelmente, os animais ApoE-KO idosos e também os animais 

C57 idosos tem capacidade regenerativa prejudicada uma vez que suas células 

tronco são diretamente afetadas pelo envelhecimento e aumento das espécies 

reativas de oxigênio, o que explica a produção aumentada de ERO nas células 

de medula óssea, aorta e sangue. Além disso, pode-se afirmar que o papel da 

NADPH é crucial na produção de espécies reativas de oxigênio. 

 

Em recente publicação de nosso laboratório, Porto e colaboradores (2011) 

demonstraram o potencial de regeneração das células mononucleares quando 

infundidas em camundongos ApoE-KO. Após o tratamento, foi observada a 

redução da produção de ânions superóxido nos cortes histológicos de placa 

aterosclerótica, além do recrutamento de células progenitoras endoteliais para 

o local da lesão. 

 

Outro estudo que também demonstrou o potencial das células tronco na 

regeneração e reparo da aterosclerose e consequente diminuição de espécies 

reativas de oxigênio foi o de Tousoulis e colaboradores (2012). Para comprovar 

isto ele utilizou infusão de células progenitoras e GCSF em camundongos 

ApoE-KO e após algumas semanas observou a diminuição dos níveis de 

espécies reativas de oxigênio e inflamação local. 

 

Portanto, quando presentes em excesso, as espécies reativas de oxigênio 
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podem promover alterações em moléculas de DNA, proteínas, carboidratos e 

lipídios. A oxidação das biomoléculas pode levar a apoptose ou a lesão de 

tecidos (Granato, 2011) e logo, prejudicando também o funcionamento regular 

das células tronco. 

 

Passando a análise do percentual de apoptose detectado pelo teste de 

Anexina, observamos que os animais ApoE-KO idosos apresentaram maior 

percentual de células de medula óssea em apoptose quando comparado com 

C57 idosos e demais grupos, o que sustenta a hipótese de que a aterosclerose 

associada ao envelhecimento, na medula óssea, é extremamente prejudicial e 

aumenta de forma drástica os níveis de ERO, o que leva a morte celular. 

 

Já na análise das células de sangue e aorta, notamos que o envelhecimento, 

por sí só, foi suficiente para causar o aumento do número de células 

apoptóticas, enquanto que a aterosclerose associada ao envelhecimento não 

foi capaz de gerar maior percentual de apoptose, ao contrário do que ocorreu 

nas células mononucleares. 

  

Diversos estudos já demonstraram que durante o desenvolvimento da placa 

aterosclerótica ocorre apoptose de células endoteliais, células de musculo liso 

e macrófagos (Rossig et al., 2001). A apoptose possui um papel complementar, 

porém oposto na divisão celular como um mecanismo homeostático na 

morfogênese e reconstrução tecidual normal. Logo, este processo é importante 

para remoção de células com danos, infectadas ou potencialmente 

neoplásicas. Entretanto, tanto aumento de apoptose quanto diminuição de 

apoptose podem levar a consequências biológicas adversas (Palma, 2008). 

 

Há fortes evidências de que o estresse oxidativo tem importância central nos 

processos de envelhecimento, transformação e morte celular, com 

consequências diretas em muitos processos patológicos (Clutton, 1997; 

Vasconcelos, 2007). Tabas, por exemplo, (2009) associou a presença de 

apoptose na placa aterosclerótica com a morte de macrófagos durante o 

desenvolvimento da doença. Já Johnson, 2005, detectou presença de células 

musculares lisas em apoptose nas artérias carótidas de porcos (Johnson, 

2005) assim como outros pesquisadores (Imai & Thomas, 1968; Kockx et al., 
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2000). 

 

Além da apoptose de células musculares lisas, estudos indicam que há 

também na aterosclerose, com o aumento da produção de ERO pelos 

macrófagos (especialmente ânion superóxido), a ativação de cascata cálcio 

dependente que acaba levando a apoptose de células endoteliais (Madesh et 

al., 2005). 

 

A oxidação da LDL leva a indução de apoptose celular. Estudos sugerem que a 

citotoxidade (Nassem, 1987; Guyton, 1990) e a atividade pró-apoptótica da LDL 

oxidada são relacionadas principalmente aos oxisteróis. Panini e Sinensky 

demonstraram que fibroblastos que expressam CD36 internalizam a LDL 

oxidada e sofrem apoptose, enquanto que os que não expressam CD36 não 

internalizam a LDL oxidada, não sofrendo apoptose (Panini & Sinensky, 2001). 

 

O nível de apoptose em paredes de vasos normais é muito baixo (Dimmeler et 

al., 1996; Lutgens et al., 1999). Na aterosclerose, aumenta o número de 

indutores de apoptose, que incluem lipoproteínas LDL oxidadas (Hardwick et 

al., 1996; Nishio et al., 1996; Li et al., 1998), mediadores inflamatórios (Geng & 

Libby, 2002)  e espécies reativas de oxigênio (Dimmeler & Zeiher, 2000; Napoli 

et al., 2001). O nível de apoptose nas lesões ateroscleróticas avançadas são 

maiores ainda (Geng & Libby, 1995; Han et al., 1995; Isner et al., 1995; 

Björkerud & Björkerud, 1996; Lutgens et al., 1999). 

 

Estes estudos estão em consonância com os dados encontrados em nossos 

animais ApoE-KO idosos que apresentaram taxa elevada de apoptose nas 

células de aorta, uma vez que possuem lesão já bem estabelecida nesta idade. 

 

Um estudo realizado por Galle e colaboradores, em amostras de sangue, 

também demonstrou que a hipercolesterolemia aumenta a produção de 

espécies reativas de oxigênio e também a taxa de apoptose das células. O 

grande responsável por causar aumento da oxidação é a LDL oxidada (Galle et 

al., 1999). Também notamos que nossos animais ApoE-KO idosos 

apresentaram maior produção de ânion superóxido e peróxido no sangue e 

consequente elevação do percentual de apoptose. 
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Isner e colaboradores demonstraram aumento do percentual de células em 

apoptose em artérias coronárias e periféricas coletadas de 56 pacientes que 

sofreram revascularização percutânea pela primeira vez e também de locais 

com restenose (Isner et al, 1995). Bennett e colaboradores cultivaram células 

musculares lisas derivadas de tecidos de ateroma e quando comparados com 

células derivadas de doadores normais, encontraram maior número de 

apoptose e fragmentação de DNA (Bennett, 2005). Geng e Libby (1995) 

analisaram secções de ateroma humano provenientes de pacientes que 

receberam transplante de coração e que tinham doença arterial coronariana 

isquêmica. Para tanto utilizaram a técnica de TUNEL e observaram alta taxa de 

apoptose. 

 

Em 1991, foi demonstrado que o peróxido de hidrogênio é capaz de induzir a 

apoptose celular, o que pode ser prevenido pela enzima catalase (Pierce et al., 

1991). Em nosso estudo observamos aumento da produção de peróxido de 

hidrogênio nas células mononucleares de medula óssea e no sangue dos 

animais ApoE-KO idosos e consequente elevação do percentual de apoptose 

nesses animais. 

 

A apoptose de células musculares lisas é evidente após 30 minutos da injúria 

das artérias carótidas provocada por balão. Após o tratamento com 

antioxidantes este efeito foi reduzido, sugerindo a participação do dano 

oxidativo neste processo (Pollman, 1999). 

 

Muskhelishvili mostrou que fígado de ratos idosos tinham maior taxa de 

apoptose que ratos jovens e concluíram que esta elevação estava relacionada 

ao aumento de espécies reativas de oxigênio (Muskhelishvili et al., 1995). Este 

estudo também corrobora nossos dados de apoptose elevada nas células de 

medula óssea, sangue e aorta de animais C57 idosos. 

 

Logo, a elevação dos níveis de produção de espécies reativas de oxigênio se 

tornam prejudiciais ao funcionamento regular das células, levando a apoptose 

das células do sangue, aorta e especialmente da medula óssea, na qual a 

associação da aterosclerose ao envelhecimento provocou agravamento do 
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percentual de apoptose quando comparado aos demais grupos. 

 

 

5.3 DANOS OXIDATIVOS AO DNA DAS CÉLULAS DE MEDULA ÓSSEA 

 

O ensaio do cometa é uma técnica rápida e sensível na quantificação de lesões 

e detecção de efeitos de reparo no DNA em células individuais de eucariotos. 

O ensaio tem sido amplamente utilizado na genética médica, toxicológica, 

ecotoxicológica, em diagnósticos, tratamentos médicos, biomonitoramento 

ambiental, nutrição e outras aplicações. 

 

Já se sabe que as espécies reativas de oxigênio são produzidas no local da 

placa aterosclerótica e a principal fonte é o complexo de enzima NADPH 

oxidase que está presente nas membranas celulares das células endoteliais, 

de músculo liso, macrófagos, neutrófilos e células tronco (Singh et al., 1988). 

Logo, na presença de algum fator estressante ou patologia, como a 

aterosclerose, este complexo é ativado e produz em curto período de tempo 

uma grande quantidade de ânions superóxidos (O2
-) (Singh et al., 1988).  

 

Logo, as espécies reativas de oxigênio causam danos ao DNA, RNA, às 

proteínas, lipídios e membranas celulares do núcleo e mitocondrial (Barreiros, 

2006). Logo, adveio a necessidade de utilizar o ensaio do cometa a fim de 

observar possíveis danos ao DNA das células mononucleares de medula 

óssea. 

 

Alguns estudos têm relacionado às doenças cardiovasculares com o estresse 

oxidativo e aparecimento de danos no DNA das células presentes nas placas 

ateroscleróticas dos indivíduos portadores dessas doenças. Entretanto, 

nenhum trabalho avaliou os danos oxidativos causados pela aterosclerose no 

DNA das células mononucleares de medula óssea. Em consonância com os 

resultados encontrados de aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio nas células mononucleares de medula óssea, o ensaio do cometa 

também detectou fragmentação do DNA destas células tanto em animais 

ateroscleróticos quanto em controle idosos. Também encontramos 

fragmentação do DNA aumentada nos animais ApoE-KO na comparação entre  
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jovens. 

 

Portanto em nossa análise de genotoxidade das células mononucleares de 

medula óssea observamos um aumento progressivo de fragmentação do DNA 

concomitante com a progressão da placa aterosclerótica e com o 

envelhecimento. Além disso, observamos que o envelhecimento, por sí só, foi 

capaz de aumentar também a fragmentação de DNA. 

 

Sabe-se que aproximadamente 2 x 104 danos no DNA ocorrem em cada célula 

por dia, a maioria via espécies reativas de oxigênio (ERO). Nas doenças 

cardiovasculares a produção de radicais livres aumenta mais ainda (Andreassi, 

2003; Mahmoudi et al., 2006). 

 

Ballinger demonstrou o aumento da oxidação de DNA mitocondrial em aortas 

de camundongos ApoE-KO de 8 meses de idade comparando-os com controle 

C57. Ainda no mesmo estudo, verificaram que o dano oxidativo ao DNA 

mitocondrial já estava presente e mais elevado do que seu controle na idade de 

3 semanas (Ballinger, 2002).  

 

Em 2001, Botto e colaboradores publicaram um estudo que correlacionou a 

presença de fragmentos de DNA nos linfócitos de sangue periférico de 

pacientes com doença arterial coronariana utilizando o teste do micronúcleo 

(Botto et al., 2001). 

 

Gackowski, em 2001, demonstrou maior fragmentação no DNA de linfócitos de 

pacientes ateroscleróticos, além de diminuição nos níveis de vitamina C 

(Gackowski et al., 2001). 

 

Nosso estudo é o primeiro a avaliar o dano oxidativo no DNA de células 

mononucleares de medula óssea de animais ateroscleróticos. Um estudo que 

avaliou fragmentação do DNA de animais ApoE-KO, foi realizado por Folkmann 

(2007), no qual foram avaliados o nível de fragmentação do DNA de 

camundongos ApoE-KO de 12, 24, 32 e 70 semanas de idade. Para tal, utilizou 

suspensão celular de fígado, pulmão e aorta. Folkmann observou que nos 

camundongos mais idosos havia maior fragmentação no DNA das células do 
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fígado, enquanto que nas células de aorta e pulmão não encontrou diferença. 

Muitos trabalhos mostram que a ação das espécies reativas de oxigênio varia 

conforme o tecido, ou seja, sua ação é tecido-específica.  

 

Recentemente, em nosso laboratório, Dalboni e colaboradores (2012) 

demonstraram, através do ensaio do cometa,  aumento de fragmentação no 

DNA de células sanguíneas isoladas de camundongos ApoE-KO idosos (72 

semanas) comparadas aos jovens (8 semanas de idade). Por outro lado, não 

encontrou diferença entre os animais idosos. 

 

Já o estudo de De Flora e colaboradores (1997) demonstrou danos oxidativo 

no DNA de células, capturadas de aorta de pacientes ateroscleróticos, através 

resíduos de 8-Hidroxiguanina, um dos principais produtos da oxidação.  

 

Sivonová (2007) demonstrou, através do ensaio do cometa, que ratos Wistar 

de 26 e 15 meses de idade tinham maiores danos oxidativo no DNA de 

linfócitos do que ratos de 6 meses de idade. Além disso, detectou níveis 

menores de antioxidantes nos ratos idosos. 

 

O estudo de Swain e Subba (2011) também avaliou o efeito do envelhecimento 

sobre fragmentação do DNA através do ensaio do cometa e demonstrou que 

ratos de 2 anos de idade apresentaram maior nível de fragmentação de DNA 

de neurônios quando comparados com ratos de 7 dias e 6 meses de idade. Em 

estudo similar, Giovannelli e colaboradores (2003) também demonstraram 

através do ensaio do cometa maior nível de fragmentação no DNA da 

substancia negra e hipotálamo de ratos de 24 meses de idade quando 

comparados com animais de 3 meses. 

 

Considerando que encontramos níveis elevados de espécies reativas de 

oxigênio nas células de medula óssea tanto dos animais ApoE-KO quanto de 

C57 idosos, também observamos maiores níveis de fragmentação do DNA nos 

animais C57 idosos quando comparados com os animais C57 jovens, o que 

leva a crer que o envelhecimento por sí só já acarreta em danos oxidativo ao 

DNA. Além disso, percebemos que a aterosclerose agrava os danos oxidativo, 

levando a maiores níveis de fragmentação mesmo quando comparamos os 
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ApoE-KO jovens com C57 jovens. Observamos também que a aterosclerose 

associada ao envelhecimento é capaz de agravar os danos oxidativos ao DNA 

quando comparado com os C57 idosos. 

 

Andreassi em 2003 e Mahmoudi em 2006 também mostraram em seus estudos 

que danos ao DNA estavam presentes tanto nos linfócitos da circulação 

sanguínea quanto nas próprias placas ateroscleróticas de pacientes com 

doença arterial coronariana. Estes pacientes tinham quantidades elevadas de 

micronúcleos, ou seja, alta fragmentação de DNA, quando comparados com 

indivíduos sadios. Seus resultados foram associados ao aumento do estresse 

oxidativo na aterosclerose (Andreassi, 2003; Mahmoudi et al., 2006). 

 

Os macrófagos são os principais produtores de ERO durante a progressão da 

lesão aterosclerótica. Estes ativam o complexo enzimático NADPH oxidase que 

está presente em sua membrana plasmática, e oxidam o LDL na camada 

intima da parede arterial (Sorescu et al., 2002). As células endoteliais e de 

músculo liso também produzem espécies reativas de oxigênio que 

permanecem na circulação sanguínea. As ERO são altamente reativas e, 

portanto, interagem com as moléculas de DNA produzindo danos reparáveis 

como, por exemplo, quebras da fita de DNA (dupla ou simples), crosslinks, 

entre outros. No entanto, estes danos somente são reparáveis em um 

organismo sadio (Sorescu et al., 2002). 

 

Nossas células estão expostas diariamente a agentes oxidantes de todos os 

tipos, portanto é normal que sofram fragmentação de DNA. Entretanto 

mecanismos de reparo e enzimas antioxidantes agem continuamente gerando 

um balanço positivo nessa batalha. O resultado em um organismo saudável é o 

equilíbrio dessas duas forças: oxidantes e antioxidantes.  Entretanto, em 

determinadas situações, como na aterosclerose, há um desbalanceamento 

neste sistema, ocasionando o dano oxidativo ao DNA. 

 

Em nosso estudo utilizamos camundongos ateroscleróticos, ou seja, a 

produção de radicais livres nesses animais é exacerbada pela presença de 

hipercolesterolemia. Os sistemas antioxidante e de reparo, provavelmente, não 

são capazes de corrigir todos os danos na molécula de DNA destes animais, 
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gerando dessa forma um aumento da fragmentação, devido ao quadro de 

estresse oxidativo, que foi evidenciada nesse grupo pelo ensaio do cometa e 

pela citometria de fluxo.   

 

Esses dados são comprovados por outros pesquisadores que estudaram o 

efeito da aterosclerose na produção de ERO, como o estudo de Satoh em 2008 

que mostra uma maior taxa de fragmentação de DNA nas células progenitoras 

endoteliais de pacientes com aterosclerose (Satoh et al., 2008). Guo, também, 

em 2001 relatou a presença de DNA oxidado nas células de aorta de 

camundongos com 26 meses de idade que foram comparados com animais de 

6 meses (Guo et al., 2001). 

 

Outros estudos mostram que as ERO são tecido-específicas, ou seja, em seu 

estudo com ratos senescentes, Fraga mostrou que os radicais livres não agem 

em todos tecidos de maneira igual. Ele encontrou altos níveis de oxidação de 

DNA no fígado, rim e intestino, mas no cérebro e nos testículos o índice de 

dano era considerado normal (Fraga et al., 1990). Já os nossos dados 

revelaram aumento de fragmentação do DNA das células mononucleares de 

medula óssea tanto nos animais idosos quanto nos animais ateroscleróticos. 

 

Humphreys e colaboradores submeteram, em 2007, pessoas com idade entre 

75-82, 63-70, 20-35 anos a coleta de sangue periférico para análise pelo 

ensaio do cometa. Em seu estudo, encontraram maiores níveis de 

fragmentação do DNA nas pessoas idosas, e em contrapartida, maiores níveis 

também de antioxidantes circulantes, sugerindo a presença de um sistema 

balanceador ativo mesmo em idosos (Humpreys et al., 2007).  

 

 

Por outro lado, em nossos resultados os animais C57 idosos apresentaram 

maior fragmentação de DNA quando comparados com os C57 jovens, 

seguindo os dados da maior parte da literatura, na qual observamos que o 

envelhecimento causa aumento do dano oxidativo no DNA das células de 

medula óssea, o que também corrobora os dados encontrados de aumento da 

produção de ânion superóxido e peróxido de hidrogênio nas células de medula 

óssea e além disso aumento do percentual de apoptose. 
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A fragmentação do DNA dos animais ApoE-KO idosos foi observada com maior 

intensidade ainda que nos animais C57 idosos. Diante disso, pode-se sugerir 

que a doença acelera a produção de espécies reativas de oxigênio e 

percentual de apoptose, conforme verificamos em nossos resultados, 

provavelmente, como os estudos demonstram, via ativação de NADPH oxidase 

presente nas células tronco da medula óssea,  na qual possivelmente há 

grande prejuízo do sistema antioxidante local. Portanto, o envelhecimento 

provoca aumento das espécies reativas de oxigênio, mas quando associado a 

aterosclerose, o resultado é mais grave. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Neste estudo observamos que o nível de ânions superóxido encontrado nas 

células mononucleares de medula óssea, sangue e aorta foi maior em animais 

ApoE-KO idosos quando comparados com os outros grupos, incluindo o grupo 

C57 idoso. Isto sugere que a aterosclerose quando associada ao 

envelhecimento provoca um aumento ainda maior na produção de ânions 

superóxido. Conforme verificamos neste estudo, uma das consequências deste 

aumento é a elevação da taxa de apoptose e fragmentação do DNA. O 

envelhecimento também provocou aumento da produção de ânions superóxido 

nas células de medula, sangue e aorta dos animais C57 idosos quando 

comparado com os C57 jovens, nos quais também observamos alta taxa de 

apoptose e fragmentação do DNA. A produção de peróxido de hidrogênio não 

seguiu a mesma homogeneidade destacada pelo ânion superóxido. 

Observamos um aumento significante na produção de peróxido de hidrogênio 

nas células de medula óssea e no sangue de animais ApoE-KO idosos quando 

comparados com os outros grupos, incluindo o C57 idoso. O grupo C57 idoso 

também apresentou aumento da produção de peróxido de hidrogênio nas 

células de medula óssea quando comparado com seu controle jovem, mas não 

apresentou aumento nas células sanguíneas.  Já nas células endoteliais de 

aorta, os níveis de peróxido não sofreram alterações entre os grupos, porém 

aparentemente há nível baixo de peróxido de hidrogênio em todos os grupos. 

Possivelmente o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 

encontrado nos grupos se deve a enzima NADPH oxidase que tem papel 

fundamental nas doenças cardiovasculares, especialmente na aterosclerose, 

uma vez que pode ser encontrada nas células endoteliais, células musculares 

lisas, macrófagos  e até mesmo na membrana das células tronco. Por outro 

lado, o sistema antioxidante atua na tentativa de equilibrar a produção de ERO, 

entretanto, com o envelhecimento declina também a atuação do sistema 

antioxidante capaz de reverter este quadro, conforme sugerimos em nosso 

estudo. Além disso, outros estudos demonstram que a atividade das enzimas 

antioxidantes são tecido-específicas, o que pode ser considerado indício da 

variação encontrada na produção de peróxido de hidrogênio nas células 

sanguíneas de C57 idoso e aorta dos animais. Com maior destaque está a 

análise das células de medula óssea que apresentaram alta produção de 
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ânions superóxido e de peróxido de hidrogênio, ou seja, a fonte de produção de 

células sanguíneas e células tronco de todo o organismo, que comumente 

apresenta ambiente com baixa tensão de oxigênio, é afetada pelo desequilíbrio 

oxidativo causado pelo envelhecimento e pela aterosclerose. Além disso, o 

sangue e aorta dos animais ateroscleróticos e idosos também apresentaram 

alta produção de espécies reativas, especialmente ânion superóxido, 

sugerindo, portanto a ativação da enzima NADPH oxidase e downregulation de 

enzimas antioxidantes. Por fim, pode-se destacar que a aterosclerose aumenta 

a produção de espécies reativas de oxigênio assim como o envelhecimento, 

porém quando estes dois parâmetros são cumulados a tensão oxidativa é 

ainda maior o que faz com que haja insuficiência do sistema antioxidante.  
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