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RESUMO 

FONSECA, Alyne Souza Felix. Transplante de células de medula óssea (BMCs) de 

camundongos em modelo experimental para aterosclerose: aspectos estruturais, 

ultraestruturais e moleculares da aorta. 2015. 79 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana 

e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado 

do Rio de Janeiro, 2015. 

As células tronco são caracterizadas pela sua capacidade de se diferenciar em várias 

linhagens de células e exibir um pontente efeito parácrino. O objetivo deste trabalho foi avaliar o 

efeito da terapia com células da medula óssea (BMCs) na glicose sanguínea, no metabolismo 

lipídico e remodelamento da parede da aorta em um modelo experimental para aterosclerose. 

Camundongos C57BL/6 foram alimentados com uma dieta controle (grupo CO) ou uma dieta 

aterogênica (grupo AT - 60% gordura). Após 16 semanas, o grupo AT foi dividido em quatro sub 

grupos: grupo AT 14 dias e o grupo AT 21 dias receberam uma injeção de PBS na veia caudal e 

mortos 14 e 21 dias após respectivamente; grupo AT-BMC 14 dias e AT-BMC 21 dias que 

receberam uma injeção com BMCs na veia caudal e mortos 14 e 21 dias após, respectivamente. O 

grupo CO foi sacrificado juntamente com outros grupos. O transplante BMCs reduziu os niveis de 

glicose, triglicerídeos e colesterol total no sangue. Não houve diferença significativa em relação à 

massa corporal entre os grupos transplantados e não transplantados, sendo todos diferentes do 

grupo CO. Não houve diferença significativa na curva glicemica entre os grupos AT 14 dias, AT-

BMC 14 dias e AT 21 dias e estes diferentes do grupo CO e do grupo AT-BMC 21 dias. O Qa 

(1/mm2) foi quantitativamente reduzido no grupo AT 14 dias e AT 21 dias quando comparado ao 

grupo CO. Este Qa se mostrou elevado no grupo AT-BMC 21 dias quando comparado a todos os 

grupos. O aumento da expessura da parede da aorta foi observado em todos os grupos 

aterogênicos, entretanto o aumento da espessura foi significativamente menor no grupo AT-BMC 

21 dias em relação ao grupo AT 14 dias e AT 21 dias. A percentagem de fibras elásticas se 

apresentou significativamente maior no grupo AT 21 dias quando comparado ao CO e AT-BMC 

21 dias. Não houve diferença significativa entre o grupo CO e AT-BMC 21 dias. Vacúolos na 

túnica média, delaminação e o adelgaçamento das lamelas elásticas foram observados nos grupos 

AT-14 dias e AT-21 dias. O menor número destes foi visualizado no grupo AT-BMC 14 dias e 

AT-BMC 21 dias. A imunomarcação para alfa actina de músculo liso (α-SMA) e fator de 

crescimento vascular e endotelial (VEGF) mostrou menor marcação em grupos transplantados 

com BMCs. A marcação para antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) mostrou-se mais 

expressiva no grupo AT-BMC 21 dias grupo. Marcação para CD105, CD133 e CD68 foi 

observada nos grupos AT 14 dias e AT 21 dias. Estas marcações não foram observadas nos 

grupos AT-BMC 14 dias e AT-BMC 21 dias. Nas eletromicrografias observamos o 

remodelamento benéfico no grupo AT-BMC14 dias e AT-BMC 21 dias, com a organização 

estrutural similar ao grupo CO. Vesículas de pinocitose, projeção da célula muscular lisa e a 

delaminação da lamina elástica interna são observados nos grupos AT 14 dias e AT 21 dias. 

Célula endotelial preservada, com lamina elástica interna de contorno regular e contínua é 

observada no grupo CO e nos grupos AT-BMC 14 dias e AT-BMC 21 dias. Como conclusão, os 

nossos resultados reforçam o conceito de que, em um modelo aterosclerótico utilizando 

camundongos e dieta aterogênica, a injeção de BMCs melhora os níveis de glicose, metabolismo 

lipídico e ocasiona um remodelamento benéfico na parede da aorta. 

Palavras chaves: BMCs. Aorta. Aterosclerose 



ABSTRACT 

FONSECA, Alyne Souza Felix. Bone marrow cell transplantation (BMCs) in 
atherosclerosis experimental model mice: structural, ultrastructural and molecular aortic. 

2015. 79 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia 

Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,2015. 

Stem cells are characterized by their ability to differentiate into multiple cell lineages 

and display the paracrine effect. The aim of this work was to evaluate the effect of therapy 

with bone marrow cells (BMCs) on blood glucose, lipid metabolism and aortic wall 

remodeling in mice through the administration of a high fat diet and subsequent BMCs 

transplantation. C57BL/6 mice were fed a control diet (CO group) or an atherogenic diet (AT 

group). After 16 weeks, the AT group was divided into four groups: an AT 14 days group and 

AT 21 days group, that were given an injection of vehicle and sacrificed at 14 and 21 days 

after, respectively; AT-BMC 14 days group and AT-BMC 21 days group that was given an 

injection of
 
BMCs and sacrificed at 14 and 21 days after. The CO group was sacrificed along 

with other groups. The BMCs transplant had reduced blood glucose, triglycerides and total 

cholesterol. There was no significant difference in relation to body mass between the 

transplanted groups and non-transplanted groups, with all are different to CO group. There 

was no significant difference in the glycemic curve between AT 14 days group, AT-BMC 14 

days group and AT 21 days group and these are different to CO and the AT-BMC 21 days 

group. The Qa (1 / mm
2
) was quantitatively reduced in the AT 14 days group and AT 21 days

group when compared to the CO group. This Qa proved high in AT-BMC 21 days BMC 

compared to all groups. The increased thickness of the aortic wall was observed in all 

atherogenic groups, but was significantly smaller in group AT-BMC 21 days compared to AT 

14 days group and AT 21 days group. The percentage of elastic fibers was significantly higher 

in the AT 21 days group when compared to the CO and AT-BMC 21 days. There was no 

significant difference between the CO and AT-BMC 21 days. Vacuoles in the media tunic, 

delamination and the thinning of the elastic lamellae were observed in AT 14 days group and 

AT 21 days group. The smallest number of these apresentation were displayed on the AT-

BMC 14 days group and and AT-BMC 21 days. The immunostaining for α-SMA and VEGF 

showed lower in AT-BMC 14 days group and AT-BMC 21 days group. The markup for 

PCNA appears to be greater in the AT-BMC 21 days group. Marking to CD105, CD133 and 

CD68 were observed in AT 14 days group and AT 21 days group. These markings were not 

observed in AT-BMC 14 days group and AT-BMC 21 days group. In electron micrographs 

observed the beneficial remodeling in AT-BMC 14 day group and AT-BMC 21 days, with the 

structural organization was similar to the CO group. Vesicles of pinocytosis, projection of 

smooth muscle cell and delamination of the internal elastic lamina are seen in groups AT 14 

days group and AT 21 days group. Endothelial cell preserved, regular and continuous contour 

in internal elastic lamelae is observed in the CO group, AT-BMC 14 days group and AT-

BMC 21 days group. In conclusion, our results support the concept that an atherosclerotic 

model using mice and atherogenic diet, the injection of BMCs improve glucose, lipid 

metabolism and causes a beneficial remodeling of the aortic wall. 

Keywords: BMCs. Aorta. Atherosclerosis. 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1 - Esquema de uma artéria corada...................................................................... 16 

Figura 2 - Fotomicrografia corada pela técnica de Azul de toluidina. Corte transversal 

que mostra parte de uma artéria elástica......................................................... 18 

Figura 3 - Localização de lesão aterosclerótica na artéria aorta (arco aortico)............... 19 

Figura 4 - Esquema da exposição vascular à fatores de risco e suas consequências...... 21 

Figura 5 - Desenvolvimento da placa aterosclerótica até a formação da obstrução.......  23 

Figura 6 - Esquema da absorção do colesterol da dieta, o transporte reverso do 

colesterol de tecidos periféricos até sua eliminação pelo intestino................ 25 

Figura 7 - Esquema da oxidação do LDL de acordo com a hipótese oxidativa da 

aterosclerose. ................................................................................................. 27 

Figura 8 - Apresentação esquemática do envolvimento de células progenitoras na 

regeneração de vasos e na e progressão da aterosclerose............................... 29 

Figura 9 - Esquema que ilustra as diferentes populações de células progenitoras na 

parede do vaso................................................................................................ 31 

Figura 10 - Esquema mostrando a medula óssea como fonte de células progenitoras 

vasculares........................................................................................................ 33 

Figura 11 Tabela com percentuais específicos das dietas proporcionadas aos animais 

do experimento............................................................................................... 37 

Figura 12 - Animal ao início e final das 16 semanas de experimentação......................... 39 

Figura 13 - Esquema mostrando o desenho experimental completo................................ 40 

Figura 14 - Esquema da coleta das células da medula óssea, isolamento e contagem 

para o transplante na veia caudal.................................................................... 42 

Tabela 1 Massa corporal e bioquímica sanguínea......................................................... 47 

Gráfico 1 Gráfico demostrando a área relacionada a curva glicêmica dos animais ao 

final do experimento....................................................................................... 48 

Gráfico 2 Análise quantitativa do número de núcleos de células por área analisada 

(Qa 1/mm
2
)..................................................................................................... 49

Gráfico3 Análise quantitativa da espessura da parede da aorta medida em 

micrômetros.................................................................................................... 50 

Gráfico 4 Análise quantitativa da percentagem de fibras elástica da parede da aorta.... 51 

Figura 15 - Fotomicrografias coradas com hematoxilina e eosina.................................... 52 



Figura 16 - Fotomicrografias coradas pela técnica de resorcina fucsina de Weigert 

precedida de oxidação com oxona, mostrando as fibras do sistema 

elástico............................................................................................................ 53 

Figura 17 - Fotomicrografias da aorta torácica marcadas para anti VEGF....................... 54 

Figura 18 - Fotomicrografias da aorta torácica marcada para α-SMA.............................. 55 

Figura 19 - Fotomicrografias da aorta torácica marcadas para anti PCNA....................... 56 

Figura 20 - Fotomicrografias da aorta torácica marcadas para anti CD105 e CD133nos 

grupos sacrificados na experimentação de 14 dias......................................... 57 

Figura 21 - Fotomicrografias da aorta torácica marcadas para anti CD68 nos grupos 

sacrificados na experimentação de 21 dias..................................................... 58 

Figura 22 - Eletromicrografias de aorta contrastadas com acetato de uranila e citrato de 

chumbo............................................................................................................ 

. 

60 

Figura 23 - Eletromicrografias de aorta contrastadas com acetato de uranila e citrato de 

chumbo............................................................................................................ 61 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

ApoE Apolipoproteína E 

α-SMA Alfa actina de músculo liso 

BMCs Células derivadas de medula óssea 

CE Colesterol esterificado 

CML Célula muscular lisa 

CPE Células progenitoras endoteliais 

ECs Células endoteliais 

FC Colesterol livre 

G-CSF fator estimulador de colônia de granulócitos 

HDL  lipoproteína de alta densidade 

Grupo AT Grupo de camundongos alimentados com dieta modificada 

aterogênica por 16 semanas consecutivas 

Grupo AT 14 dias Grupo de camundongos alimentados com dieta modificada 

aterogênica por 16 semanas consecutivas, que ao final do 

16
a 

semana recebeu 150 μL de PBS na veia da cauda e

sacrificados 14 dias após. 

Grupo AT 21 dias Grupo de camundongos alimentados com dieta modificada 

aterogênica por 16 semanas consecutivas, que ao final do 

16
a 

semana recebeu 150 μL de PBS na veia da cauda e

sacrificados 21 dias após. 

Grupo AT-BMC 14 dias Grupo de camundongos alimentados com dieta modificada 

aterogênica por 16 semanas consecutivas, que ao final do 

16
a 

semana recebeu 150 μL de PBS com BMCs na veia da

cauda e sacrificados 14 dias após. 

Grupo AT-BMC 21 dias Grupo de camundongos alimentados com dieta modificada 

aterogênica por 16 semanas consecutivas, que ao final do 

16
a 

semana recebeu 150 μL de PBS com BMCs na veia da

cauda e sacrificados 21 dias após. 

Grupo CO Grupo controle alimentado com dieta padrão AIN-93 

HE hematoxilina e eosina 

MC Massa corporal 



LDL lipoproteína de baixa densidade 

M-CSF fator estimulador de macrófagos 

MSC Células-tronco mesenquimais 

PCNA Antígeno nuclear de proliferação celular 

PDGF Fator de crescimento derivado de plaqueta 

Qa Número de núcleos por área analisada 

ROS Espécie reativa de oxigênio 

TG Tricicerídeos 

SP População lateral 

SVP Células pericitos-like 

TOTG Teste oral de tolerância à glicose 

TM Túnica média 

VEGF Fator de crescimento vascular e endotelial 

VLDL Lipoproteína de muito baixa densidade 



SUMÁRIO 

INTRODUÇÃO.................................................................................................... 14 

1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA........................................................................... 16 

1.1 Artéria aorta e disfunção endotelia.................................................................... 16 

1.2 

1.3 

2 

A doença aterosclerótica...................................................................................... 

Células de medula óssea e o transplante celular................................................ 

OBJETIVOS......................................................................................................... 

22 

28 

35 

3 MATERIAL E MÉTODOS ................................................................................ 36 

3.1 Animais e dieta..................................................................................................... 36 

3.2 Isolamento de células de medula óssea (BMCs) e  transplante de BMC......... 40 

3.3 Massa corporal e ingestão alimentar.. ............................................................... 41 

3.4 Teste oral de tolerância à glicose (TOTG)......................................................... 43 

3.5 Análise sanguínea................................................................................................. 43 

3.6 Histoquímica e Imuno-histoquímica................................................................... 44 

3.7 Morfometria.......................................................................................................... 44 

3.8 Microscopia eletrônica de transmissão.............................................................. 45 

3.9 Análise estatística................................................................................................. 45 

4 

4.1 

4.2 

4.3 

4.4 

5 

RESULTADOS..................................................................................................... 

Massa corporal e bioquímica sanguínea............................................................ 

Remodelamento da parede da aorta................................................................... 

Avaliação imunohistoquímica............................................................................. 

Microscopia eletrônica de transmissão. ............................................................ 

DISCUSSÃO......................................................................................................... 

46 

47 

49 

54 

59 

62 

CONCLUSÃO...................................................................................................... 69 

REFERÊNCIAS................................................................................................... 70 

APÊNDICE A - Resumo do artigo publicado no International Journal of 

Clinical Experimental and Pathology .................................................................... 

APÊNDICE B - Patente devidamente registrada como Caixa imobilizadora 

para animais de laboratório.................................................................................... 

APÊNDICE C – Resumo do artigo submetido para Biochemistry and Cell 

Biology................................................................................................................... 

ANEXO - Aprovação do Comitê de Ética............................................................ 

76 

77 

78 

79 

http://www.ijcep.com/
http://www.ijcep.com/


14 

INTRODUÇÃO 

A aterosclerose é uma doença vascular multifatorial iniciada por disfunção endotelial, 

que se desenvolve de forma progressiva e é caracterizada [1] por aumento do conteúdo lípido 

extracelular, bem como células necróticas na camada subendotelial. A placa aterosclerótica 

depois de formada pode em seguida, fissurar, formar erosões ou mesmo romper, conduzindo a 

trombose da superfície da placa [1,2]. Evidências sugerem que a disfunção endotelial/lesão é 

desencadeada por vários fatores, como aumento da pressão arterial, obesidade e aumento do 

estresse de cisalhamento em vasos sanguíneos [3,4]. A dificuldade de detecção de placas de 

ateroma em seres humanos através de métodos não invasivos complica ainda mais a nossa 

compreensão do desenvolvimento dessa doença [5]. 

Uma dieta desequilibrada associada a um estilo de vida sedentário favorece o 

desenvolvimento de dislipidemia, obesidade, inflamação e lesão vascular [6,7]. O consumo 

elevado de ácidos graxos saturados contribui para a progressão de aterosclerose e 

hipercolesterolemia [8,9]. Assim, vários modelos animais têm sido desenvolvidos para 

compreender melhor o desenvolvimento da placa, sendo um destes modelos o de 

camundongos alimentado com uma dieta rica em gorduras com adição de ácido cólico e 

colesterol [10,11]. Uma dieta aterogênica consistindo em 15% de gordura, 1,25% de 

colesterol e 0,5% de ácido cólico é capaz de provocar a formação de placas ateroscleróticas 

em aortas de camundongos após 15 semanas [12]. O ácido cólico é um ácido biliar que facilita 

a absorção de gordura e colesterol. Quando adicionado à ração para camundongos, reduz a 

concentração plasmática da apolipoproteína E (Apo E) e afetam o transporte reverso de 

colesterol, o qual é um mecanismo importante que transporta o colesterol dos tecidos 

periféricos para o fígado, onde ele é excretado através do ducto biliar [13, 14]. Sem este 

mecanismo, os lípidos acumulam-se no plasma, o que pode levar ao desenvolvimento de 

aterosclerose. 

As células da medula óssea (BMCs) são a principal fonte para terapias de transplante 

de células tronco, e estudos mostraram que elas são capazes de gerar uma atividade de 

remodelamento na aterosclerose [15]. Na medula óssea, existe uma população de células 

heterogêneas, incluindo as células do sangue, da linhagem de células-tronco hematopoiéticas, 

as células tronco mesenquimais e células progenitoras endoteliais [16-19]. Estudos sugerem 

que o homing vascular de células progenitoras endoteliais (EPCs) contribui para a 

recuperação endotelial, limitando assim a formação da neointima após injuria arterial. Em 
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pacientes com doença coronariana, o número e a função de EPCs foram relacionados com a 

melhora da função endotelial ou mesmo sua regeneração, entretanto, foram inversamente 

correlacionadas com o risco cardiovascular [20]. Pensa-se que as células progenitoras 

endoteliais podem reparar e renovar as paredes arteriais em condições fisiológicas específicas. 

Por exemplo, as células progenitoras capazes de estabilizar a placa aterosclerótica em 

condições patológicas [21]. Ademais, estudos demonstraram que a infusão de células de 

medula óssea apresenta efeito neuroprotetor após um evento de isquemia cerebral permanente 

[22]. Por outro lado, outros estudos mostraram que as células progenitoras endoteliais 

contribuem para a formação de lesões ateroscleróticas [23]. Assim, se o transplante de BMCs 

iria progredir ainda mais a lesão ou seriam benéfico para aquele organismo, ainda é 

controverso [15,24]. EPCs, um tipo de células progenitoras do sangue periférico, tem 

emergido como um biomarcador de risco cardiovascular em humanos adultos [25]. Tendo em 

vista a preocupação em relação à morbidade e mortalidade devido à aterosclerose associada à 

obesidade, é importante investigar os potenciais benefícios ou riscos associados com a terapia 

celular.  
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1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 Artéria aorta e disfunção endotelial 

 

O sistema circulatório abrange o sistema vascular sanguineo e o sistema vascular 

linfático. O sistema vascular sanguíneo é composto das seguintes estruturas: coração, artérias, 

capilares e veias. Os vasos sanguíneos são normalmente compostos das seguintes camadas ou 

túnicas: túnica íntima, túnica média e túnica adventícia [26]. Na Figura 1 podemos observar a 

estruturação de uma artéria elástica, com as suas 3 camadas caracteríticas, a túnica íntima, 

túnica média e túnica adventícia. 

 

 

Figura 1: Esquema de uma artéria corada.  

 

 

 

Legenda: Técnica de hematoxilina e eosina (à esquerda) e pelo método de Weighert (à direita) para visualização 

das fibras elásticas 

Fonte: Junqueira, Luiz; Carneiro, José. Histologia Básica: Texto e Atlas. 10. ed. 2004. 488p [26]. 
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Nas artérias de grande calibre, a túnica íntima é a camada mais próxima do lúmen do 

vaso e apresenta uma única camada de células endoteliais apoiada sobre uma camada de 

tecido conjuntivo frouxo, o qual podem conter ocasionalmente células musculares lisas, como 

na patologia da aterosclerose. Esta camada se separa da túnica média por uma lâmina elástica 

interna. Esta lâmina é composta de fibras do sistema elástico (fibras oxitalânicas, elaunínicas 

e elásticas). Ademais, possui fenestrações por onde ocorre a difusão de substâncias para nutrir 

células mais profundas do vaso. A delaminação das lâminas elásticas, assim como seu 

adelgaçamento, é esperada em casos como hipertenção arterial e obesidade.  

A túnica média é composta principalmente de lamelas elásticas e camadas 

concêntricas de células musculares lisas organizadas helicoidalmente.  Além destas estruturas, 

também se observa fibras de colágeno tipo 3, proteoglicanos e glicoproteínas. 

A túnica adventícia é composta em sua maioria de fibras de colágeno e fibras elásticas, 

tornando-se gradualmente contínua com o tecido conjuntivo do órgão onde este se continua. 

A aorta é considerada uma artéria elástica onde é formada de camadas de músculo liso 

intercaladas de lâminas elásticas [27]. Esta descrição pode ser observada abaixo na figura 2. 
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Figura 2: Fotomicrografia de vaso corada pela técnica de Azul de toluidina 

 

 

Legenda: Corte transversal que mostra parte de uma artéria elástica. 

Fonte: Junqueira, Luiz; Carneiro, José. Histologia Básica: Texto e Atlas. 10. ed. 2004. 488p [26]. 
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O fluxo de sangue no vaso gera atrito paralelo, ou seja, a tensão de cisalhamento sobre 

as células endoteliais e o estresse de tensão tanto nestas células como em células musculares 

lisas. O fluxo laminar e fluxo perturbado são as duas formas principais de tensão de 

cisalhamento. Observa-se claramente que a aterosclerose geralmente ocorre em pontos ou 

curvas de ramificação com o fluxo perturbado na geometria da artéria [28]. 

 

 

 

 

 

Figura 3: Localização de lesão aterosclerótica no arco da aorta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: A primeira figura mostra a área com fluxo laminar e a área de ramificação com alterações do fluxo 

sanguíneo (painel da direita) a partir das aortas de rato. 

Fonte: modificado por bai et al. 2010 [28]. 
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O endotélio é um epitélio pavimentos simples composto por células endoteliais, que 

proporciana uma barreira entre a parede vascular e o fluxo sanguíneo. Possui funções 

importantes, não só como órgão autócrino/parácrino, na qual regula a contração da parede 

vascular e a migração de células do sangue para o interior do vaso, mas também age como um 

mediador hormonal e celular para células circulantes [29,30]. O endotélio controla o tônus da 

musculatura vascular pela produção de mediadores, que podem produzir vasodilatação ou 

vasoconstricção. Os principais mediadores do relaxamento são o óxido nítrico, o fator 

hiperpolarizante derivado de endotélio e prostaciclinas [31].   

As células endoteliais servem como uma barreira entre a parede do vaso e o sangue 

circulante, onde desempenham um papel essencial na regulação da homeostase vascular. Estas 

células têm uma função na manutenção do tônus vascular, na modulação da permeabilidade e 

participando de respostas biológicas, tais como inflamação. A disfunção endotelial é o 

acontecimento chave no desenvolvimento da aterosclerose e antecede patologias vasculares 

clinicamente em muitos casos [32]. A disfunção endotelial caracterizada pela redução da 

biodisponibilidade do óxido nítrico é hoje reconhecida como um precursor inicial e ainda 

reversível da aterosclerose. A patogênese da disfunção é multifatorial, no entanto, o estresse 

oxidativo parece ser o mecanismo celular na consequente perda de atividades vasoativas, 

inflamatórias e hemostáticas no sistema vascular do organismo.  O papel da disfunção 

endotelial como um elo fisiopatológico entre as mudanças precoces das células endoteliais 

associadas a fatores de risco cardiovascular estão envolvidas na patogênise da aterosclerose. 

Fatores de exposição vascular, de risco e suas consequências até o final desenvolvimento da 

aterosclerose são citados na figura 4. 
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Figura 4: Esquema da exposição vascular a fatores de risco e suas consequências 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: modificado de mudau et al. 2012: [1]. 

 

 

 

 

 

 Quando o dano endotelial compromete a função normal e um desequilíbrio dinâmico 

intracelular, provavelmente desencadeia um fenótipo aterosclerótico. 
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Nas doenças cardiovasculares, ocorrem diversas alterações na morfologia dos vasos 

sanguíneos [33]. Dentre estas mudanças, podemos destacar em especial o espessamento das 

túnicas íntima e média das artérias de grande calibre, seja por proliferação celular, hipertrofia 

ou apoptose de células musculares lisas, além de acúmulo de componentes de matriz 

extracelular no espaço subendotelial [34, 35]. Observa-se também a projeção de células 

musculares lisas da túnica média no espaço subendotelial através da lâmina elástica interna 

[36].  

 

 

1.2 A doença aterosclerótica 

 

A aterosclerose é uma doença universal entre países mais desenvolvidos. As taxas de 

mortalidade para doenças cardíacas isquêmicas nos EUA ficam entre as mais altas do mundo. 

A prevalência e a intensidade da aterosclerose estão diretamente relacionadas com os fatores 

de risco, identificados em vários estudos prospectivos em populações bem definidas, mais 

notavelmente pelo Framingham Heart Study e o Atherosclerosis Risck in communities Study 

[37-39].  Quando citado fatores de risco para a aterosclerose, são descritos os modificáveis e 

não modificáveis. Nos não modificáveis estão inseridos o aumento da idade, gênero 

masculino, antecedentes familiares e anormalidades genéticas. Nos modificáveis estão 

inseridos a hiperlipidemia, hipertensão, tabagismo, diabetes e proteína c-reativa [37]. 

A aterosclerose é uma doença crônica inflamatória que afeta os vasos sanguíneos com 

a formação de placas de ateroma. Estas placas consistem, principalmente, de um núcleo 

lipídico e uma capa fibrosa que se desenvolve no interior da camada íntima. Esta placa 

diminui o diâmetro do lúmen e pode obstruí-lo completamente [28]. A aterosclerose é uma 

doença vascular multifatorial progressiva iniciada por disfunção endotelial, recrutamento de 

tipos celulares circulantes, com um desenvolvimento temporal caracterizado pelo aumento do 

teor de lipídio extracelular, bem como de células necróticas na camada subendotelial [1].  

 

 

 

 

 

A placa aterosclerótica pode sofrer fissura, erosão ou ruptura, levando a trombose da 

superfície da placa [1,2]. A descrição do desenvolvimento de uma placa aterosclerótica desde 
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o seu início de depósito de lipídios até a ruptura da placa e suas consequências como um 

infarto do miocárdio pode ser observado na figura 5. 

 

 

Figura 5: Desenvolvimento da placa aterosclerótica até a formação da obstrução. 

 

 

  Fonte: modificado de Milton, E; Alves, Jr MD.Cardiovascular Heath. 

 

 

 

 

 

 Infelizmente, a caracterização dos mecanismos fisiopatológicos subjacentes a esta 

doença é dificultado por causa da complexidade e cronicidade da mesma. A disfunção 

endotelial / injúria é desencadeada por vários fatores, como aumento da pressão arterial, 

obesidade e tensão de cisalhamento nos vasos sanguíneos [3, 4]. Todas estas condições 

podem contribuir para o aparecimento de desenvolvimento de placa, uma vez que facilitam a 

ativação e agregação das plaquetas pela liberação do fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGF) e a adesão de células de sangue. A dificuldade na detecção de placas de 
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ateroma em seres humanos através de um método não invasivo complica ainda mais a 

compreensão do exato mecanismo de desenvolvimento da doença [5].  

Uma dieta desequilibrada associada a uma vida sedentária favorece o desenvolvimento 

de dislipidemia, obesidade, inflamação e lesão vascular [6, 7]. Além disso, o consumo 

elevado de ácidos graxos saturados na dieta contribui para o desenvolvimento de 

hipercolesterolemia e aterosclerose [8, 9]. Uma dieta rica em colesterol possui um quadro 

específico sobre a parede arterial. O transporte reverso de colesterol é a via pela qual o 

colesterol de tecidos periféricos pode ser devolvido ao fígado a fim de ser eliminado. Dentre 

estes tecidos periféricos, a parede da aorta possui este mecanismo para eliminação de 

colesterol [40].  
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Figura 6: Esquema da absorção do colesterol da dieta, o transporte reverso do 

colesterol de tecidos periféricos até sua eliminação pelo intestino. 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Colesterol livre (FC); colesterol esterificado (CE); lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL); 

lipoproteína de baixa densidade (LDL); lipoproteína de alta densidade (HDL). Setas indicam a direção 

do transporte  

Fonte: modificado de fielding et al. 1995 [40]. 
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Os processos irritativos do endotélio (diabetes, dislipidemia, fumo e hipertensão) 

iniciam uma cascata de modificações que ocorrem em áreas de ramificações e bifurcações dos 

vasos sanguíneos, onde se possui a presença de fluxo sanguíneo laminar turbilhado e estresse 

de cisalhamento [41, 42]. Neste contexto, o endotélio expressa moléculas de adesão e 

substâncias quimiotáticas que aumentam a permeabilidade às macromoléculas e modificam a 

composição da matriz extracelular do espaço subendotelial. Assim, ocorre à entrada de LDL, 

que ficam retidas através da apolipoproteína B100 à proteoglicanos da matriz extracelular, 

sendo este reconhecido como o ponto inicial da aterogênese [43]. Esses LDL presos à matriz 

são oxidados e, com isso, perdem a capacidade de se ligar aos receptores de LDL para seguir 

o curso de um transporte reverso. Com este enclausuramento de LDL, ocorre a estimulação de 

monócitos circulantes e diferenciação em macrófagos (células CD68 +), granulócitos, fatores 

estimuladores de colônia e quimiotáticos. Estes macrófagos são capazes de promover a 

oxidação do LDL através da mieloperoxidase e espécies reativas de oxigênio. Quando o LDL 

está completamente oxidado, receptores presentes nos macrófagos chamados receptores 

Scavenger, reconhecem e recrutam esses LDL, formando as chamadas células espumosas [42, 

44]. Macrófagos produzem fatores pró-inflamatórios como interleucinas e fator de necrose 

tumoral. 

Outro efeito no desenvolvimento de lesões ateroscleróticas são células de músculo liso 

(SMCs), que são recrutadas a partir da túnica média para o espaço subendotelial, onde elas 

proliferam em resposta a mediadores, tais como o PDGF. A α-actina de músculo liso é um 

importante marcador para a visualização desta proliferação e organização destas células. As 

células musculares lisas, que estão na túnica íntima, produzem componentes da matriz 

extracelular como colágeno e elastina e estes compoem a capa fibrosa, que irá aumentar com 

o desenvolver da aterosclerose. Esta placa é composta de células espumosas, lipídios, células 

necróticas e envoltos por esta capa fibrosa [42, 45].  
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Figura 7: Esquema da oxidação do LDL de acordo com a hipótese oxidativa da aterosclerose. 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Célula endotelial (EC); célula muscular lisa (CML); LDL oxidado (OxLDL); espécie reativa de 

oxigênio (ROS); fator estimulador de colônia de granulócitos (G-CSF); fator estimulador de 

macrófagos (M-CSF); proteína quimiotática de monócitos (MCP-1); metaloproteinases (MMPs); fator 

estimulador derivado de plaqueta (PDGF); fator de crescimento de fibroblasto (bFGF);   

Fonte: modificado de Maiolino et al. 2013 [42]. 
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Os modelos experimentais em animais foram desenvolvidos a fim de compreender 

melhor o desenvolvimento da placa aterosclerótica, e dentre eles, há um modelo de 

camundongos com dieta rica em gordura, ácido cólico e colesterol que se apresenta como um 

excelente perfil para estudo [10, 11]. Uma dieta aterogênica consiste em 15% de gordura, 

1.25% de colesterol e 0.5% de acido cólico para a formação da placa de ateroma na aorta em 

modelo com camundongos alimentados por 15 semanas [12]. O ácido cólico é um ácido biliar 

que facilita a absorção de gordura e colesterol. Quando adicionado à ração de camundongos, 

faz reduzir a concentração plasmática da Apo E, que afeta o transporte reverso de colesterol, o 

qual é um mecanismo importante para o transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o 

fígado, onde ele é excretado através do ducto biliar [13, 14]. Sem este mecanismo, os lipídeos 

acumulam no plasma e podem levar ao desenvolvimento da aterosclerose. 

 

1.3 Células de medula óssea e o transplante celular 

 

As células da medula óssea (BMCs) são a principal fonte utilizada para terapia celular 

e estudos têm demonstrado a sua capacidade de remodelamento na aterosclerose [15].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Apresentação esquemática do envolvimento de células progenitoras na regeneração 

de vasos e na progressão da aterosclerose. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: modificado de Dotsenko et al. 2010 [16]. 
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Na medula óssea temos uma população heterogênea de células. Como exemplo 

podemos citar células da linhagem sanguínea, as células tronco hematopoiéticas, as células 

tronco mesenquimais e os progenitores endoteliais.  [16, 17, 18, 19].  Evidências sugeriram 

que o homing vascular de EPCs contribui para a recuperação endotelial, limitando assim a 

formação de neo-íntima após a lesão arterial. Em pacientes com doença arterial coronariana, o 

número e a função de EPCs têm sido associados com uma melhora da função endotelial ou 

regeneração, mas foram inversamente correlacionados com o risco cardiovascular [20].  
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Figura 9: Esquema que ilustra as diferentes populações de células progenitoras na parede do 

vaso 

 

 

 

 
 

Legenda: Populações foram isoladas a partir de cada uma das camadas da parede do vaso: a camada íntima inclui 

células endoteliais (ECs), capazes de expansão clonal; uma população lateral (SP) de células ABGC2 

foi isolada a partir da túnica média; na região dos Vasa Vasorum foram encontrados células pericitos-

like (SVP) e células progenitoras endoteliais (EPC); e na adventícia, Sca1+ e células-tronco 

mesenquimais (MSC) foram encontradas. Código de cor indica a plasticidade das populações em 

direção ECs (de cor em vermelho) ou linhagens murais (de cor azul). 

Fonte: modificado de campagnolo et al. 2011 [15]. 
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Pensa-se que as células progenitoras endoteliais podem reparar e renovar as artérias 

em condições fisiológicas específicas. Por exemplo, as células progenitoras estabilizam a 

placa aterosclerótica em condições patológicas [21] e estudos demonstraram que a infusão de 

células de medula óssea é neuroprotetora após isquemia cerebral permanente [22]. Por outro 

lado, outros estudos mostraram que as células progenitoras endoteliais contribuíram para a 

formação de lesões ateroscleróticas [23]. Sendo assim, se as BMCs seriam benéficas ou se 

aumentariam a injúria aterosclerótica, ainda é controverso [15, 24].  

Uma evidência crescente indica que as forças mecânicas, citocinas e outros fatores 

influenciam a diferenciação de células tronco em células musculares lisas e células 

endoteliais. No entanto, o mecanismo exato pelo qual estas células reduzem o 

desenvolvimento da doença, bem como em que estágio que iria acontecer, é pouco 

compreendido. 
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Figura 10: Esquema mostrando a medula óssea como fonte de células progenitoras vasculares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Estímulos patológicos, tais como a isquemia, tumor ou lesão vascular realizam a mobilização de 

células progenitoras da medula óssea e a atração do fluxo de sangue através de agentes 

quimioatrativos. Uma vez no local, células derivadas de medula óssea sofrem diferenciação de acordo 

com o microambiente local. Abreviatura: EPCS (células progenitoras endoteliais) 

Fonte: modificado de campagnolo et al. 2011 [15]. 
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O baixo número de EPCs em circulação surgiu como um biomarcador de risco 

cardiovascular em humanos adultos [25]. Uma vez que há uma preocupação crescente em 

relação à morbidade e mortalidade devido à aterosclerose associada à obesidade, é importante 

investigar os benefícios ou riscos devido à terapia de células potenciais. Portanto, este 

trabalho visa avaliar o efeito da terapia com BMC no metabolismo lipídico e remodelamento 

da parede da aorta em camundongos C57BL/6 por meio da administração de uma dieta rica 

em gordura e posterior transplante BMCs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 

 2 OBJETIVOS    

 

2.1 Objetivos gerais 

 

 Avaliar os parâmetros morfológicos (estrutural e ultraestrutural) em diferentes 

estágios pós-transplante de células de medula óssea (BMCs) na fisiologia da artéria aorta em 

modelo experimental de aterosclerose induzida por dieta hiperlipídica com associação de 

ácido cólico em camundongos C57BL/6. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 - Induzir sobrepeso e resistência à insulina em camundongos C57BL/6 por 

administração de dieta hiperlipídica; 

   -Avaliar os efeitos do tratamento com transplante de células derivadas de medula 

óssea sobre: 

                         a) a massa corporal dos animais; 

                         b) os níveis sanguíneos de glicose, triglicerídeos e colesterol total; 

                         c) a espessura da parede da aorta; 

                         d) a apresentação e quantificação de fibras do sistema elástico; 

                         e) o número de células presentes na túnica média; 

                         f) análise estrutural da parede da aorta. 

                         g) marcadores específicos para avaliação da parede arterial (VEGF, α-SMA, 

PCNA ; CD105, CD133, CD68); 

                         e) a ultraestrutura da parede da aorta; 
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3         MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1. Animais e dieta  

 

 O estudo foi realizado de acordo com o Guide for Care and Use of Laboratory 

Animals 2011 in press by the National Academies press, Washington, DC. Todos os 

protocolos foram aprovados pelo comitê de ética local (CEUA/010/2011).  

Camundongos machos C57BL/6 (n = 50, 32 g ± 1,5) foram obtidos a partir do 

Instituto de Pesquisa do Instituto Nacional do Câncer (INCA) e alojados no centro de 

cuidados animais no Laboratório de Histologia e Embriologia da Universidade do Estado do 

Rio de Janeiro (UERJ), Brasil. O biotério possuiu o ambiente controlado com ciclo de 

claro/escuro (12h/12h). Os camundongos foram alocados em gaiolas individuais e 

distribuídos aleatoriamente em dois grupos: o grupo controle (grupo CO - n = 10 animais) foi 

alimentado com uma dieta padrão (AIN 93 - 22g proteína/kg), assim como o conteúdo 

vitamínico e mineral em ambas as dietas eram idênticas, e de acordo com as recomendações 

do “American Institute of Nutrition” para roedores na fase de manutenção (AIN 93M [48]) 

durante 16 semanas; o grupo dieta aterogênica (grupo AT - n = 40) foi alimentado com uma 

dieta aterogênica modificada que consistia de 60 % de gordura (óleo de soja 10% com 50% de 

banha de porco), ácido cólico (0,5%) e de colesterol (1,25%) durante 16 semanas [11, 49]. As 

dietas foram produzidas por pragsoluções Biociências (São Paulo, Brasil) e detalhes dos 

componentes estão descritos na Tabela abaixo. 
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Figura 11: Tabela com percentuais específicos das dietas proporcionadas aos animais do 

experimento 

                                                                                                                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: * Misturas de Vitaminas e Minerais segundo a AIN-93M  

Fonte: AIN-93M [48]. 
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Abaixo temos a disposição inicial dos grupos: 

 

 

 CO (grupo controle): camundongos (n= 10) C57BL/6 alimentados com dieta AIN-93M 

durante 16 semanas. Foram mortos para análise aos 14 e 21 dias.  

 Grupo AT (grupo aterogênico): camundongos (n= 40) C57BL/6 alimentados com 

dieta modificada aterogênica durante 16 semanas.  

 

Os animais alimentados com dieta modificada aterogênica (grupo AT) durante 16 

semanas foram subdivididos aleatoriamente para compor os seguintes grupos com o objetivo 

de manter a amostra homogênea: 

 

 AT 14 dias: camundongos (n=10) C57BL/6 alimentados com dieta modificada 

aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na 

veia caudal e mortos 14 dias após. 

 AT-BMC 14 dias: camundongos (n=10) C57BL/6 alimentados com dieta modificada 

aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS 

contendo BMC na veia caudal e mortos14 dias após.   

 AT 21 dias: camundongos (n=10) C57BL/6 alimentados com dieta modificada 

aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na 

veia caudal e mortos 21 dias após. 

  AT-BMC 21 dias: camundongos (n=10) C57BL/6 alimentados com dieta modificada 

aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS 

contendo BMC na veia caudal e mortos 21 dias após o transplante.   

 

Todos os grupos continuaram recebendo suas respectivas dietas após o transplante de 

acordo com seus grupos. O grupo controle foi morto no mesmo dia que os grupos 14 dias e 21 

dias foram sacrificados. 
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Figura 12: Animal ao início e final das 16 semanas de experimentação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. 

                                                                                                  Grupo CO          Grupo AT 

 

Legenda:  fotos ao início e final das 16 semanas de dieta. Os animais foram alocados em gaiolas individuais. 

Abreviaturas: Grupo CO (grupo alimentado com dieta padrão durante 16 semanas; Grupo AT 

(camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas). 
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O grupo controle foi morto no mesmo momento que os grupos subdivididos. A ingesta 

hídrica foi oferecida ad libitum durante todo o experimento. 

 

 

Figura 13: Esquema mostrando o desenho experimental completo. 

 

Legenda: Abreviaturas: AT 14 dias – camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica 

durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 

14 dias após; AT-BMC 14 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada 

aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC 

na veia caudal e sacrificados 14 dias após; AT 21 dias – camundongos C57BL/6 alimentados com 

dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS 

na veia caudal e sacrificados 21 dias após; AT-BMC 21 dias - camundongos C57BL/6 alimentados 

com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de 

PBS contendo BMC na veia caudal e sacrificados 21 dias após o transplante.   

 

 

 

 

3.2 Isolamento de células de medula óssea (BMCs) e transplante de BMC 

 As BMCs foram obtidas a partir de camundongos machos C57BL/6 (n = 10, 28-30 g, 

INCA - Rio de Janeiro). Os camundongos foram anestesiados com pentobarbital (150 mg/kg), 

e as BMCs foram isoladas a partir dos fêmures e tíbias [22, 50]. As cavidades medulares dos 

ossos foram expostas e lavadas com DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco, Sigma 

Aldrich - St. Louis, MO, EUA), pH 7.2 [50]. O BMCs foram ressuspendidas em tampão de 
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lise de glóbulos vermelhos (NaHCO3 10 mM, NH4Cl 150 mM, 0,4% de EDTA, pH 7,4) 

durante 10 minutos a 37 º C. Em seguida, as células foram lavadas e contadas numa câmara 

de Neubauer e ajustado para 10
6 

células por ensaio para o transplante (seringa BD Ultra-Fine 

II 0,5 ml) na veia da cauda [50]. 
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Figura 14: Esquema da coleta das células da medula óssea, isolamento e contagem para o 

transplante na veia caudal. 

 

 

 

Fonte: modificado de carvalho et al. 2010 [50]. 
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3.3 Massa corporal (MC) e ingestão alimentar 

 

A massa corporal (MC) foi aferida em balança digital semanalmente, a partir do início 

do experimento e durante todo o seu curso. As médias dos grupos em cada semana foram 

calculadas e traçadas. O controle da ingestão alimentar foi realizado diariamente, sendo a 

dieta fresca fornecida diariamente e todo restante do dia anterior pesado e descartado, pois 

devido ao alto teor de gordura da dieta modificada aterogênica, estava mais susceptível à 

rancificação. 

 

3.4 Teste oral de tolerância à glicose (TOTG) 

 

 Com o objetivo de avaliar a tolerância à glicose, o TOTG foi realizado ao início e final 

de cada fase do experimento. Ao início, este teste comprovou que os animais dos grupos 

compunham uma amostra homogênea para a iniciação das distintas fases e, posteriormente ao 

final do experimento (dia da morte). O sangue foi coletado através de uma incisão pequena na 

ponta da cauda, e a concentração de glicose plasmática foi medida através de 

glicosímetro (Accu-Chek Active; Roche Applied Science, Brasil). Inicialmente foi realizada a 

glicemia de jejum, e após a administração de solução de 25% de glicose (2g/kg camundongo) 

por gavagem, a glicemia foi novamente aferida nos tempos de 15, 30, 60, 120 minutos. No dia 

da aferição, os camundongos permaneceram em jejum de seis horas.  A resposta foi expressa 

pela diferença estatística da glicemia de jejum bem como a área sob a curva (AUC) 

(Graph Pad Prism versão 5.03, San Diego, CA, EUA). O resultado foi exposto na área da 

curva glicêmica. 

 

3.5 Análise sanguínea 

 

 Ao início do estudo, os níveis de glicose no sangue foram avaliados em todos os 

animais, mantendo esta amostra homogênea e homocedástica. Os mesmos níveis de glicose 

foram examinados no dia da morte. Os camundongos foram mantidos a um jejum durante 6 

horas e, em seguida, anestesiados com pentobarbital (150 mg/kg). A parede torácica foi aberta 

através de uma incisão mediana; em seguida, o sangue foi colhido por punção cardíaca através 

da aurícula direita, centrifugados a 1500 rpm durante 15 minutos e armazenadas a -80°C. Do 
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soro, foi avaliada a glicose sanguínea, triglicerídeo (TG), colesterol total (CT) por um ensaio 

colorimétrico enzimático (Bioclin System II, Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil). 

 

3.6  Histoquímica e Imuno-histoquímica 

  

A aorta torácica (terço médio) e o arco aórtico adjacente foram isolados do tecido 

circundante. Estes materiais foram imersos em 4% de formaldeído (tampão fosfato 0,1 M pH 

7,2, durante 48 h) para microscopia de luz e seccionados de acordo com o método de corte 

vertical. As amostras foram processadas de acordo com os procedimentos histológicos de 

rotina, embebidas em Paraplast plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), e cortado em espessura 

de 5 mm. Os cortes foram corados hematoxilina e eosina (HE) e resorcina fucsina de Weigert 

(com pré-oxidação com peroximonossulfato de potássio [oxona]) para visualização da parede 

da aorta, fibras do sistema elástico e quantificação das fibras elásticas [51, 52].  

As seguintes proteínas foram identificadas através de procedimentos de imuno-

histoquímica: fator de crescimento vascular e endotelial (VEGF, 1: 100, Santa Cruz 

Biotechnology), alfa-actina do músculo liso (α-SMA, 1: 100, Santa Cruz Biotechnology), 

antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA, 1: 100, Abcam), CD68 (CD68, 1:100, 

Abcam), CD105 (CD105, 1:100, Abcam) , CD133 (CD133, 1:100, Abcam).A recuperação 

antigênica foi realizada com tampão citrato em banho maria à 60̊C. A inibição da peroxidase 

endógena foi feita com peróxido de hidrogênio à 10%. A reação foi amplificada com um 

sistema de complexo biotina-estreptavidina (K0679, Kit LSAB, Universal DakoCytomation, 

Glostrup, Dinamarca), e a imunorreatividade foi determinada após incubação com 3,3'-

diaminobenzidina tetracloreto (K3466, DakoCytomation Universal, Glostrup, Dinamarca). As 

secções foram coradas com hematoxilina para identificar os núcleos das células, e, em 

seguida, as lâminas foram montadas e analisadas. Os controles negativos foram obtidos 

através da não utilização do anticorpo primário no corte escolhido. 

 

3.7 Morfometria 

 

Cinco imagens digitais não consecutivas da aorta foram adquiridas (formato TIFF, cor 

de 36 bits) com uma câmera evolução LC e um microscópio de luz Olympus BX51. A túnica 

média (TM) foi definida como a região delimitada entre a lâmina elástica interna e externa, 

observadas nos cortes corados pelas técnicas de HE e resorcina fucsina de Weighert. Para 

estimar a espessura da túnica intima e média (espessura TM), quatro medições por imagem 
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foram obtidas a 0 °, 90 °, 180 ° e 270 ° (Image pro plus 5.0) [31]. Uma área foi delimitada 

utilizando a ferramenta da AOI irregular e a área ocupada pelo branco foi quantificada 

utilizando uma ferramenta de imagem histograma e expressa como percentagem (Image J). 

Esta avaliação foi realizada apenas em grupos pós-transplante 21 dias para a observação da 

espessura final. A quantificação do número de núcleos de células foi realizada a partir de uma 

área de ensaio de 36 pontos e 11,2 cm
2
 (Qa 1/mm

2
). 

 

3.8 Microscopia eletrônica de transmissão 

 

 Fragmentos de aorta foram imediatamente fixados em glutaraldeído a 2,5% (Sigma-

Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Alemanha) em tampão cacodilato 0,1 M (pH 7,2) e 

0,25% de ácido tânico (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), pós-fixadas em tetróxido de 

ósmio a 1% (Sigma-Aldrish, Saint Louis, EUA), e embebidas em Epon (Incorporar-812, 

EMS, Hatfield, PA, EUA). Cortes ultrafinos (60-70 nm) foram obtidos em zonas selecionadas 

usando ultramicrotomo (Leica ULTRA-CUT; Leica Aktiengesellschaft, Wien, Áustria), 

contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo, e examinadas com microscópio 

eletrônico de transissão Zeiss EM 906 (MET) (Carl Zeiss EM 906, Oberkochen, Alemanha) a 

80 kV. 

 

3.9 Análise estatística 

 

Os dados são apresentados como média e erro padrão da média (EPM). As diferenças 

entre os grupos foram analisados por one-way ANOVA e pós-teste de Bonferroni. Um valor 

de p˂0,05 foi considerado estatisticamente significativo (Graph Pad Prism ® versão 7.0, San 

Diego, EUA). 
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4      RESULTADOS 

 

4.1. Massa Corporal e Bioquímica sanguínea 

 

A dieta aterogênica foi bem sucedida na promoção de mudanças relacionadas a peso 

e modificações metabólicas em camundongos C57BL/6. 

A massa corporal do grupo controle e no grupo AT ao final das 16 semanas foi de 

28,43 ± 2.65 e 38,3 ± 2,5 g (p = 0,0027) respectivamente.  No dia da morte dos animais, o 

grupo CO apresentou 29,6 ± 1,0 g de massa corporal. A massa corporal foi de 37,34 ± 1,6 g 

no grupo de AT 14 dias. A massa corporal foi de 34,4 ± 31,1 g no grupo AT-BMC 14 dias. A 

massa corporal foi de 38,3 ± 2,5 g no grupo de AT 21 dias. A massa corporal foi de 36,6 ± 1,2 

g no grupo AT-BMC 21 dias (Tabela 1). 

 No dia da morte, os níveis de glicose no sangue foram de 105,4 ± 9,1 mg/dL no 

grupo CO. No grupo AT 14 dias foi de 200,6 ± 6,9 mg/dL. No grupo AT-BMC 14 dias foi de 

112 ± 7,1 mg/dL. No grupo AT 21 dias foi 200,6 ± 7,9 mg/dL. No grupo de AT-BMC 21 dias 

foi de 167 ± 8,2 mg / dL (Tabela 1). 

 O nível de TG foi de 61,1 ± 1,3 mg/dL no grupo CO. No grupo AT 14 dias foi 

de 103,8±9,9 mg/dL. No grupo AT-BMC 14 dias foi de 53,16 ± 2,8 mg/dL. No grupo AT 21 

dias foi de 86,0±8,2 mg/dL. No grupo AT-BMC 21 dias foi de 50,0±6,8 mg/dL (Tabela 1). 

 

  O nível de CT foi de 63,6 ± 10,6 mg/dL no grupo CO. No grupo AT 14 dias foi 

de 130,4 ± 12,4 mg/dL. No grupo AT-BMC 14 dias foi de 90,2 ± 11,0 mg/dL. No grupo AT 

21 dias foi 124,6 ± 13,1 mg/dL. No grupo AT-BMC 21 dias foi de 59,6 ± 8,3 mg / dL (Tabela 

1). 
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Tabela 1: Massa corporal e bioquímica sanguínea. Dados são mostrados como media ± erro 

padrão da média.                                                                              

                                                                                                      Grupos Experimentais 

Parâmetros CO      AT 14 dias AT-BMC 14 dias AT 21 dias AT-BMC 21 dias 

Massa corporal, g 29.6 ± 1.0 
37,34±1.6

 a 
34,4±31.1

 a
 

38.3 ± 2.5
a
 36.6 ± 1.2

a
 

Glicose sanguínea, 

mg/dL 

105.4 ± 9.1 
200,6± 6.9 

a
 112±7.1

b
 

 

200.6 ± 7.9
a, c

 167 ± 8.2
a
 

Triglicerídeos, 

mg/dL 

61.1 ± 1.3 103,8± 9.9
a
 53,16±2.8

b
 86.0 ± 8.2

a, c
 50.0 ± 6.8

b, d
 

Colesterol total, 

mg/dL. 

63.6 ± 10.6 130.4±12.4
a
 90.2±11.0 124.6 ± 13.1

a
 59.6 ± 8.3

b, d
 

 
Legenda: Símbolos representam diferença significativa (P<0.05) com: [a] vs. grupo CO; [b] vs. grupo AT 14 

dias; [c] vs. grupo AT-BMC 14 dias; [d] vs. grupo AT 21 dias. Abreviaturas: CO- grupo que recebeu 

dieta padrão e morto na data de experimentção; AT 14 dias – camundongos C57BL/6 alimentados 

com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de 

PBS na veia caudal e sacrificados 14 dias após; AT-BMC 14 dias - camundongos C57BL/6 

alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, 

receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal e sacrificados 14 dias após; AT 21 dias - 

camundongos (n=10) C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. 

Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 21 dias após; AT-

BMC 21 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 

semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal e 

sacrificados 21 dias após o transplante.   
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Não houve diferença significativa quanto à curva glicêmica nos grupos AT 14 dias, 

AT-BMC 14 dias e AT 21 dias e todos estes aumentados em relação ao grupo CO. O único 

grupo que não apresenta diferença significativa com o grupo CO é o grupo AT-BMC 21 dias 

(p=0.0131). (Gráfico 1) 

 

 

 

Gráfico 1: Gráfico demostrando a área relacionada à curva glicêmica dos animais ao final do 

experimento 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Símbolos representam diferença significativa (p<0.05) com: [a] vs. grupo CO. Abreviaturas: CO- 

grupo que recebeu dieta padrão e morto na data de experimentção; AT 14 dias – camundongos 

C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, 

receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 14 dias após; AT-BMC 14 dias - 

camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final 

da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal e sacrificados 14 dias após; 

AT 21 dias - camundongos (n=10) C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 

16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 21 dias 

após; AT-BMC 21 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica 

durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal 

e sacrificados 21 dias após o transplante.   

 



49 

 

4.2 Remodelamento da parede da aorta 

 

O Qa observado no grupo CO foi de 3.751,56 1/mm
2
. No grupo AT 14 dias foi de 

2.885,96 1/mm
2
. No AT-BMC 14 dias foi 3238,7 1/mm

2
. No grupo AT 21 dias foi 2.636,12 

1/mm2. No grupo AT-BMC 21 dias foi 5232,4 1/mm
2
 (Gráfico 2).  

 

Gráfico 2: Análise quantitativa do número de núcleos de células por área analisada (Qa 

1/mm
2
) 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média. Símbolos representam diferença 

estatística (p<0,05) com: [a] vs. CO grupo; [b] vs. grupo AT 14 dias; [c] vs. grupo AT-BMC 14 dias; 

[d] vs. Grupo AT 21 dias. Abreviaturas: CO- grupo que recebeu dieta padrão e morto na data de 

experimentção; AT 14 dias – camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica 

durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 

14 dias após; AT-BMC 14 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada 

aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC 

na veia caudal e sacrificados 14 dias após; AT 21 dias - camundongos (n=10) C57BL/6 alimentados 

com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de 

PBS na veia caudal e sacrificados 21 dias após; AT-BMC 21 dias - camundongos C57BL/6 

alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, 

receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal e sacrificados 21 dias após o transplante.   
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              A espessura média TM foi 48,99±2,1 μm no grupo CO. No grupo AT 14 dias foi de 

79,19±5,9 μm. No grupo AT-BMC 14 dias foi de 82,04±2,8 μm. No grupo AT 21 dias foi 

67,92±3,1 μm. No grupo AT-BMC 21 dias foi 57,75±2,2 μm. 

 

Gráfico 3: Análise quantitativa da espessura da parede da aorta medida em micrometros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média. Símbolos representam diferença 

estatística (p<0,05) com: [a] vs. grupo CO; [b] vs. grupo AT 14 dias; [c] vs. grupo AT-BMC 14 dias; 

[d] vs. Grupo AT 21 dias. Abreviaturas: TM – espessura da túnica intima-média; CO- grupo que 

recebeu dieta padrão e morto na data de experimentção; AT 14 dias – camundongos C57BL/6 

alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, 

receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 14 dias após; AT-BMC 14 dias - 

camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final 

da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal e sacrificados 14 dias após; 

AT 21 dias - camundongos (n=10) C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 

16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 21 dias 

após; AT-BMC 21 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica 

durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal 

e sacrificados 21 dias após o transplante.   
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A média da percentagem de fibras elásticas foi de 55,75% no grupo CO. No grupo 

AT 21 dias foi 63,86%. No grupo AT-BMC 21 dias foi 56,36% (Gráfico 4). 

Não houve diferença no número de lamelas elásticas entre todos os grupos de estudo em 

qualquer momento durante o estudo. 

 

 

Gráfico 4: Análise quantitativa da percentagem de fibras elástica da parede da aorta 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média. Símbolos representam diferença 

estatística (p<0,05) com: [a] vs. grupo CO; [b] vs. grupo AT 21 dias; [c] vs. grupo AT-BMC 21 dias. 

Abreviaturas: CO- grupo que recebeu dieta padrão e morto na data de experimentção; AT 14 dias – 

camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final 

da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 14 dias após; AT-BMC 14 

dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao 

final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal e sacrificados 14 dias 

após; AT 21 dias - camundongos (n=10) C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica 

durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 

21 dias após; AT-BMC 21 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada 

aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC 

na veia caudal e sacrificados 21 dias após o transplante.   
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A análise da microscopia ótica das aortas demonstra o adelgaçamento das lamelas 

elásticas nos grupos AT 14 dias e AT 21 dias. Vacúolos são observados nos grupos AT 14 

dias, AT 21 dias, AT-BMC 14 dias, AT-BMC 21 dias. Estes vacúolos parecem 

qualitativamente menores nos grupos transplantados. Projeções da lamina elástica interna são 

observados nos grupos AT 14 dias, AT 21 dias e AT-BMC 21 dias. Delaminações são 

visualizadas nos grupos AT 14 dias e AT 21 dias. Observa-se também qualitativamente o 

aumento da espessura da parede da aorta nos grupos AT 14 dias e AT 21 dias. Projeções de 

fibras elásticas são observadas no grupo AT 21 dias. (Figuras 15 e 16). 

 

Figura 15: Fotomicrografias coradas com hematoxilina e eosina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Setas indicam o adelgaçamento das lamelas elásticas. Cabeças de setas indicam a presença de vacúolos 

na túnica média. [a] grupo CO; [b] grupo AT 14 dias; [c] grupo AT-BMC 14 dias; [d] grupo AT 21 

dias; [e] grupo AT-BMC 21 dias. Barra = 50 μm. Abreviaturas: CO- grupo que recebeu dieta padrão e 

morto na data de experimentção; AT 14 dias – camundongos C57BL/6 alimentados com dieta 

modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na 

veia caudal e sacrificados 14 dias após; AT-BMC 14 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com 

dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS 

contendo BMC na veia caudal e sacrificados 14 dias após; AT 21 dias - camundongos (n=10) 

C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, 

receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 21 dias após; AT-BMC 21 dias - 

camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final 

da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal e sacrificados 21 dias após o 

transplante.   
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Figura 16: Fotomicrografias coradas pela técnica de resorcina fucsina de Weigert precedida 

de oxidação com oxona, mostrando as fibras do sistema elástico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Setas indicam a delaminação de lâminas elásticas. Setas em losango indicam a projeção destas fibras. 

Grupo: CO (a); grupo AT 14 dias (b); grupo AT-BMC 14 dias (c); grupo AT 21 dias (d); grupo AT-

BMC 21 dias (e). Abreviaturas: CO- grupo que recebeu dieta padrão e morto na data de 

experimentção; AT 14 dias – camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica 

durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 

14 dias após; AT-BMC 14 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada 

aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC 

na veia caudal e sacrificados 14 dias após; AT 21 dias - camundongos (n=10) C57BL/6 alimentados 

com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de 

PBS na veia caudal e sacrificados 21 dias após; AT-BMC 21 dias - camundongos C57BL/6 

alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, 

receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal e sacrificados 21 dias após o transplante.  

barra = 50 μm. 
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4.3 Avaliação imunohistoquímica: 

 

 A imunohistoquímica contra VEGF e contra α-SMA revelou-se visivelmente 

presente nas túnicas íntimas e médias das aortas. Os grupos AT-BMC 14 dias e AT-BMC 21 

dias mostraram semelhança qualitativa na marcação. Quando comparadas as marcações destes 

dois grupos com os grupos AT 14 dias e AT 21 dias, observou-se menor marcação nos grupos 

transplantados.  (Figuras 17 e 18). 

 

Figura 17: Fotomicrografias da aorta torácica marcadas contra VEGF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: O controlo negativo de reação imunohistoquímica é mostrado em (d). Grupos: CO (a); AT 14 dias 

grupo (b); AT-BMC grupo 14 dias (c); AT 21 dias (e); AT-BMC 21 dias (f). Todas as imagens estão 

na mesma escala (bar = 50 mm). As setas indicam as marcações. Abreviaturas: CO- grupo que 

recebeu dieta padrão e morto na data de experimentção; AT 14 dias – camundongos C57BL/6 

alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, 

receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 14 dias após; AT-BMC 14 dias - 

camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final 

da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal e sacrificados 14 dias após; 

AT 21 dias - camundongos (n=10) C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 

16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 21 dias 

após; AT-BMC 21 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica 

durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal 

e sacrificados 21 dias após o transplante.  barra = 50 μm. 
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Figura 18: Fotomicrografias da aorta torácica marcada contra α-SMA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: O controlo negativo de reacção imunohistoquímica é mostrado em (d). Grupos: CO (a); AT 14 dias 

(b); AT-BMC 14 dias (c); AT 21 dias (e); AT-BMC 21 dias (f). As setas indicam as marcações. 

Abreviaturas: CO- grupo que recebeu dieta padrão e morto na data de experimentção; AT 14 dias – 

camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final 

da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 14 dias após; AT-BMC 14 

dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao 

final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal e sacrificados 14 dias 

após; AT 21 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 

semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 21 dias 

após; AT-BMC 21 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica 

durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal 

e sacrificados 21 dias após o transplante.  barra = 50 μm. 
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 A marcação anti PCNA mostrou-se qualitativamente aumentada nos núcleos do 

grupo AT-BMC 21 dias quando comparado aos grupos CO e AT 21 dias (Figura 19). 

 

 

 

Figura 19: Fotomicrografias da aorta torácica marcadas contra PCNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: O controlo negativo de reação imuno-histoquímica é mostrado em (d). Grupos: CO (a); AT 21 dias 

grupo (b); AT-BMC 21 dias (c).  As setas indicam as marcações. Abreviaturas: CO- grupo que 

recebeu dieta padrão e morto na data de experimentção. AT 21 dias - camundongos C57BL/6 

alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, 

receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 21 dias após; AT-BMC 21 dias - 

camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final 

da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal e sacrificados 21 dias após o 

transplante.  barra = 50 μm. 
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                   A imunohistoquimica contra CD105 mostra marcação na célula endotelial do 

grupo AT 14 dias. Esta marcação não é observada no grupo AT-BMC 14 dias. A marcação de 

CD133 foi observada no grupo AT 14 dias. Não houve marcação de CD133 para o grupo AT-

BMC 14 dias (Figura 20).   

 

 

 

 

 

Figura 20: Fotomicrografias da aorta torácica marcadas contra CD105 (a,b,c) e CD133 (e,f,g) 

nos grupos sacrificados na experimentação de 14 dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: O controlo negativo de reação imuno-histoquímica é mostrado em (d, h). Grupos: CO (a, e); AT 14 

dias grupo (b, f); AT-BMC14 dias (c, g). As setas indicam as marcações. Abreviaturas: CO- grupo 

que recebeu dieta padrão e morto na data de experimentção; AT 14 dias – camundongos C57BL/6 

alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, 

receberam 150 μL de PBS na veia caudal e sacrificados 14 dias após; AT-BMC 14 dias - 

camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final 

da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia caudal e sacrificados 14 dias após. 

barra = 50 μm. 
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                   Observa-se marcação para CD68 no grupo AT 21 dias. Esta marcação não é 

observada nos grupos CO e AT-BMC 21 dias (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Fotomicrografias da aorta torácica marcadas para anti CD68 nos grupos 

sacrificados na experimentação de 21 dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: O controlo negativo de reação imuno-histoquímica é mostrado em (d). Grupos: CO (a); AT 21 dias (b); 

AT-BMC 21dias (c). As setas indicam as marcações. Abreviaturas: CO- grupo que recebeu dieta 

padrão e morto na data de experimentção. AT 21 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta 

modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na 

veia caudal e sacrificados 21 dias após; AT-BMC 21 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com 

dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS 

contendo BMC na veia caudal e sacrificados 21 dias após o transplante.  barra = 50 μm. 
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4.4 Microscopia eletrônica de transmissão 

 

Eletromicrografias demonstram no grupo CO um endotélio íntegro de contorno 

regular abaixo do qual se observa a lâmina elástica interna contínua e de contornos regulares. 

Logo inferior a esta se observa parte do citoplasma de célula muscular lisa. No grupo AT 14 

dias observa-se endotélio fino, célula endotelial com núcleo, citoplasma perinuclear 

proeminente e projeções citoplasmáticas. Além disso, lamina elástica interna de contorno 

irregular, interrompida, célula muscular lisa projetada, com vacúolos citoplasmáticos e 

proeminente cisterna perinuclear. No grupo AT-BMC 14 dias observa-se célula endotelial de 

contorno regular e apresentando numerosas vesículas de pinocitose. Além disso, a lâmina 

elástica interna apresenta-se contínua e de contorno regular. No grupo AT 21 dias, observa-se 

as mesmas modificações apresentadas no grupo AT 14 dias juntamente com projeção da 

célula muscular lisa em direção ao lúmen vascular. No grupo AT-BMC 21 dias, observa-se a 

célula endotelial com seu contorno regular preservado juntamente com a lâmina elástica 

interna contínua e de seu contorno regular (Figura 22 e 23). 
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Figura 22: Eletromicrografias de aorta contrastadas com acetato de uranila e citrato de 

chumbo 

 

 

 

 

 

 

Legenda: ( * ) célula endotelial;  (    ) lamina elástica interna; (     ) citoplasma de célula muscular lisa; 

(        ) vesículas de pinocitose; (       ) projeção da célula muscular lisa.  

(        ) espaço perinuclear. Grupos: CO (a); AT 14 dias (b); AT-BMC 14 dias (c). Abreviaturas: CO- grupo que 

recebeu dieta padrão e morto na data de experimentção; AT 14 dias – camundongos C57BL/6 alimentados com 

dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na veia 

caudal e sacrificados 14 dias após; AT-BMC 14 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta 

modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC 

na veia caudal e sacrificados 14 dias após. 
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Figura 23: Eletromicrografias de aortas contrastadas com acetato de uranila e citrato de 

chumbo 

 

 

 

 

 

 
Legenda: ( * ) célula endotelial;  (    ) lamina elástica interna; (         ) projeção citoplasmática da 

célula endotelial; (     ) citoplasma da célula muscular lisa; (       ) projeção de célula muscular lisa. Grupos: CO 

(a, d); AT 14 dias (b); AT-BMC 14 dias (c); AT 21 dias (e); AT-BMC 21 dias (f). Abreviaturas: CO- grupo que 

recebeu dieta padrão e morto na data de experimentção; AT 14 dias – camundongos C57BL/6 alimentados com 

dieta modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na veia 

caudal e sacrificados 14 dias após; AT-BMC 14 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta 

modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC 

na veia caudal e sacrificados 14 dias após; AT 21 dias - camundongos (n=10) C57BL/6 alimentados com dieta 

modificada aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS na veia caudal e 

sacrificados 21 dias após; AT-BMC 21 dias - camundongos C57BL/6 alimentados com dieta modificada 

aterogênica durante 16 semanas. Ao final da 16
a
 semana, receberam 150 μL de PBS contendo BMC na veia 

caudal e sacrificados 21 dias após o transplante. 
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5 DISCUSSÃO 

 

           Os dados relativos ao efeito da BMCs na fisiopatologia de diversas doenças, incluindo 

a aterosclerose, ainda são inconclusivos. Nós demonstramos os efeitos benéficos do 

transplante de BMCs sobre o metabolismo lipídico e o remodelamento da parede da aorta em 

camundongos C57BL/6 submetidos à dieta aterogênica. Mostra-se importante explicar que a 

maior parte dos efeitos provocados por transplante de células de medula óssea não diz 

respeito em sí à diferenciação destas células em células de tecidos semelhantes, mas sim no 

efeito parácrino que estas células são capazes de gerar no organismo transplantado. A terapia 

com células projenitoras endoteliais é uma opção terapêutica emergente para promover a 

angiogênese ou reparo endotelial. Embora a liberação de fatores parácrinos angiogênicos seja 

conhecida por contribuir para o seu efeito terapêutico, pouco se sabe a respeito da liberação 

de fatores pró-inflamatórios e expressão de moléculas de adesão pró-inflamatórias [53]. 

            O transplante de BMCs reduziu com sucesso a glicemia, triglicerídeos, colesterol total 

e a espessura da parede da aorta em animais previamente alimentados com a dieta 

aterogênica. A glicose sanguinea revelou uma redução em seus níveis séricos em animais 

submetidos ao transplante das BMCs em comparação com grupos que não receberam essas 

células. Esta redução foi de 43% no grupo AT-BMC 14 dias em comparação com o grupo AT 

14 dias e, 16% no grupo AT-BMC 21 dias quando comparado ao grupo AT 21 dias.  A 

redução da glicose é mais eficaz nas primeiras semanas após a injecção de células (observado 

a partir do grupo AT-BMC14 dias) e não apresenta diferença significativa relativamente ao 

grupo CO. Isso não é observado no grupo AT-BMC 21 dias quando comparado ao grupo CO. 

Os níveis de glicose no grupo AT-BMC 14 dias foi semelhante em comparação com o grupo 

CO, embora o grupo AT-BMC 21 dias não apresentou tal semelhança. A explicação para esse 

resultado é que, durante todo o experimento, os animais continuaram recebendo dieta 

aterogênica e o efeito quimiotático das células transplantadas não seriam suficientes por um 

longo período após a injeção a ponto de modificar mecanismos que estariam relacionados aos 

niveis de glicose sanguinea. Dados recentes mostraram que o diabetes aumenta o número de 

células musculares lisas derivadas de células de medula óssea e a diferenciação de células 

mononucleares em células musculares lisas, o que pode contribuir para a formação acelerada 

da placa aterosclerótica em camundongos apoE (-/-) [54]. Outra explicação para esta 

observação é que mesmo após o transplante com células de medula óssea, o estímulo para o 

desenvolvimento de placas ateroscleróticas foi mantido, talvez devido ao diabetes, porque os 
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níveis de glicose mantiveram-se elevados no nosso estudo. Além disso, a hiperglicemia 

promove a mielopoiese e prejudica a resolução de aterosclerose [55]. Estes dados corroboram 

com os resultados que, mesmo com uma redução da glicemia nos grupos AT-BMC 14 dias e 

AT-BMC 21 dias, o aumento da área da curva glicêmica de todos os grupos que receberam a 

dieta aterogenica, com excessão do grupo AT-BMC 21 dias, são considerados resistentes à 

insulina. Uma explicação para isso seria que o tempo de 14 dias após o transplante juntamente 

com a manutenção da dieta, os efeitos benéficos do transplante de BMCs em relação à 

glicemia, não seriam ainda suficientes por este período e necessitaria de maior tempo para que 

ocorresse. 

                         A avaliação inicial dos triglicerídeos e colesterol total foi necessária para 

demonstrar a homogeneidade e homocedasticidade da amostra, ao início do experimento e 

após as 16 semanas, para a divisão dos grupos que receberam dieta aterogênica. O TC 

aumentou em 104% no grupo AT 14 dias e 96% no grupo AT 21 dias quando comparado com 

CO. A TG aumentou 69% no grupo AT 14 dias e 40% no grupo AT 21 dias quando 

comparado ao grupo CO. Não foi observada diferença significativa nestes dois parâmetros nos 

grupos que receberam o transplante de BMCs (AT-BMC 14 dias e AT-BMC 21 dias) em 

relação ao grupo CO. A melhora desses parâmetros se deve, provavelmente, a conservação da 

função endotelial da aorta ocasionada pelo transplante com BMCs. Como este endotélio 

estaria mais conservado, o transporte reverso de colesterol estaria preservado e moléculas de 

LDL oxidadas dificilmente seriam retidas na parede da aorta, retornando ao vaso, por este 

transporte e se direcionando para o fígado e liberados. Esta seria a explicação para os níveis 

reduzidos de colesterol total e, consequentemente, por mecanismos interligados, a redução de 

triglicerídeos [56].  Os recentes avanços na compreensão de como as células de medula óssea 

respondem à lesão endotelial agora sugerem que as populações múltiplas destas células, 

incluindo tanto as células progenitoras endoteliais e um novo grupo de células chamadas 

células iniciais de crescimento (outgrowth cells), promovem a reparação e regeneração 

endotelial por meio de diferentes mecanismos, porém, estes seriam complementares. Além 

disso, certos subconjuntos de células derivadas de medula óssea também parecem ter potentes 

propriedades de proteção tecidual independente da angiogênese [57]. A chave para a redução 

desses níveis seria a maior integridade do endotélio, como já observado em estudos anteriores, 

onde as células da medula óssea seriam capazes de promover a reparação e regeneração 

endotelial [56]. Este seria extremamente importante já que o transporte reverso do colesterol e 

a remoção de LDL oxidada da parede do vaso requerem integridade da parede endotelial.  
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                       O camundongo C57BL/6 é uma linhagem útil para o estudo de doenças 

crônicas como obesidade, hipertensão arterial, resistência à insulina e dislipidemia quando 

ácidos graxos saturados são adicionados à dieta [58,59]. Quando uma dieta rica em gordura é 

ainda enriquecida com ácido cólico e colesterol, torna-se um modelo útil de aterosclerose 

[11]. O ácido cólico é um ácido biliar que, em conjunto com a ApoE, está envolvida no 

transporte reverso de colesterol. Este transporte remove o colesterol dos tecidos periféricos 

para o fígado.  A ApoE é produzida principalmente no fígado, mas também pode ser 

sintetizada por outras células tais como macrófagos. Nosso objetivo foi avaliar o papel da 

BMCs na prevenção, ao invés de tratamento de uma lesão aterosclerótica já estabelecida. A 

dieta aterogênica altera com sucesso o metabolismo lipídico, como já foi demonstrado por 

outros pesquisadores usando dietas ricas em gordura [58, 59, 60]. É ainda controversa, no 

entanto, se a terapia de células progenitoras iria melhorar estas alterações metabólicas bem 

como inibir a progressão da aterosclerose [15]. O presente estudo sugere que a BMCs pode 

influenciar positivamente o metabolismo lipídico após o transplante. A redução do colesterol 

total pode ser associada com um aumento da produção de ApoE e, portanto, o aumento do 

transporte reverso do colesterol. Além disso, a redução do colesterol total pode ter ajudado a 

normalizar níveis séricos de triglicerídeos. 

                         Uma redução significativa do Qa no grupo AT 14 dias e AT 21 dias foi 

mostrada quando comparado ao grupo CO. Contrariamente a estes grupos, o grupo AT-BMC 

14 dias mostrou a mesmo número de celulas, igualmente ao grupo CO. O grupo AT-BMC 21 

dias mostrou o Qa excessivamente elevado (+ 39%). Estes núcleos celulares aumentaram 

quanto mais tempo decorrido o transplante de células. Evidências demostraram que a 

desregulação da apoptose, a morte celular programada, de células endoteliais estaria 

envolvido na fisiopatologia da aterosclerose [61]. Isto explica a diminuição do Qa nos grupos 

que receberam a dieta aterogênica. Foi observado o aumento do Qa no grupo AT-BMC 21 

dias em relação a todos os grupos e confirmado este aumento pela técnica de 

imunohistoquímica para PCNA. O PCNA é uma proteína auxiliar da DNA-polimerase e está 

envolvido no controle da replicação de DNA na célula eucarionte, aumentando a capacidade 

de processamento da polimerase durante o alongamento da fita. Demonstrou-se marcação 

para PCNA em monócitos de sangue periférico que se diferenciaram e estavam presentes na 

lesão aterosclerótica [62]. A imunohistoquímica para PCNA sugere que a proliferação de 

células da parede arterial no grupo AT-BMC 21 dias foi, provavelmente, devido a um efeito 

parácrino das células derivadas da medula óssea após serem transplantadas e não devido à 
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presença de células inflamatórias, tais como macrófagos. Estes resultados devem ser mais 

elucidados em estudos futuros. 

                    A dieta aterogênica induziu um remodelamento adverso na parede da aorta. As 

aortas torácicas do grupo AT 21 dias foram apresentaram-se mais espessas (35%), juntamente 

com um maior teor de fibra elástica (14%) em comparação com o grupo CO. A túnica média 

do grupo AT-BMC 21 dias foi 12% mais fina, e a porcentagem de fibras elásticas da camada 

média diminuiu 13% em comparação com o grupo AT 21 dias. O remodelamento da parede 

aórtica ocorre devido a estímulos fisiológicos ou patológicos, tais como hipertensão e 

aterosclerose [31, 63]. Neste estudo, como esperado, verificou-se o aumento da espessura da 

parede da aorta e de fibras do sistema elástico no grupo de 21 dias em devido a estímulo 

aterosclerótico no interior da parede da aorta. O fato de que o remodelamento adverso não 

ocorre na aorta do grupo transplantado sugeriu que não haveria um estímulo nocivo maior que 

um benéfico, uma vez que os níveis reduzidos na circulação de colesterol total e triglicéridos 

foram observados.  Isto foi elucidado pelo resultado de redução da espessura da parede da 

aorta no grupo AT-BMC 21 dias.  Estes dados corroboram com achados de trabalhos deste 

grupo já publicados [56].  

              A α-SMA é um importante marcador de desenvolvimento da placa fibrosa na 

aterosclerose.  Fibrócitos derivados da medula óssea podem adquirir características de 

músculo liso, incluindo expressão de α-SMA [64]. Evidências crescentes indicam que as 

forças mecânicas, citocinas e outros fatores influenciam a diferenciação de células tronco em 

células de músculo liso e células endoteliais [47]. No entanto, o mecanismo exato pelo qual 

estas células melhoram a doença, bem como a fase em que este benefício iria ocorrer é ainda 

mal compreendido. Marcação positiva para α-SMA foi obtida em trabalhos anteriores que 

relataram o seu papel na formação de placas fibrosas na aterosclerose. Recentemente, a 

transição da célula endotelial em células mesenquimais, um tipo recentemente reconhecido 

como transdiferenciação, revelou que as células endoteliais perdem os seus marcadores 

específicos e adquirem um fenótipo mesenquimal ou miofibroblástica, tais como o fenótipo α-

SMA, na fibrose patológica em doenças multissistêmicas [64]. 

             Nosso trabalho mostrou uma redução qualitativa na marcação de α-SMA no grupo 

AT-BMC 14 dias e AT-BMC 21 dias em relação aos grupos AT 14 dias e AT 21 dias, 

possivelmente devido à menor exposição da parede da aorta ao colesterol e os triglicerídeos. 

Uma vez que esta exposição é essencial para o desenvolvimento de aterosclerose, o 

transplante de BMCs iria atrasar (ou mesmo impedir) o desenvolvimento de placas 

ateroscleróticas, resultando na redução de fibrose e transdiferenciação de células endoteliais. 
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Uma redução na lesão endotelial pode conduzir a uma melhor organização morfológica nos 

grupos transplantados com BMCs. Existem alguns relatos que apoiam a hipótese de que 

células músculares lisas e células progenitoras endoteliais podem agir com ambiguidade na 

patogênese da aterosclerose [15]. As células de músculo liso, que formam a neoíntima, seriam 

derivadas de células progenitoras dentro da parede do vaso e da circulação sanguínea [65]. A 

injecção de células progenitoras de células musculares lisas poderia possuir um efeito 

benéfico por reduzir a progressão de placas ateroscleróticas em camundongos [66]. A 

disfunção endotelial estimula a proliferação e migração de células musculares lisas e aumenta 

a síntese de componentes da matriz extracelular, o que explica a característica de 

espessamento da túnica íntima e média e, assim, da parede da aorta. Estas células músculares 

lisas podem ser recrutadas a partir de precursores que circulam ou podem derivar da camada 

média adjacente [67]. Estes dados suportam os nossos resultados, que mostraram o aumento 

na imunomarcação para α-SMA e o aumento da espessura da parede da aorta no grupo AT 21 

dias. O transplante de BMCs reduziu a imunomarcação para α-SMA nos grupos AT-BMC 14 

dias e AT-BMC 21 dias, bem como a espessura da parede da aorta no grupo AT-BMC 21dias. 

             O VEGF é um membro das superfamílias dos fatores de crescimento, e possui dois 

principais receptores nos vasos sanguíneos: VEGFR-1 e VEGFR-2. Em condições 

fisiológicas, o VEGF induz a formação de novos vasos em diversos processos, tal como na 

cicatrização de tecidos. Estudos anteriores têm demonstrado que o VEGF aumenta a 

hipertensão pulmonar [68] e que o VEGF está presente em lesões ateroscleróticas na lesão de 

artéria coronária [69]. A técnica de cardiomioplastia celular tem se mostrado eficaz em 

pacientes com infarto transmural [70] após aspiração de células mononucleares de medula 

óssea a partir da crista ilíaca de 10 pacientes quando injetados na zona do infarto. Esta 

abordagem resultou em benefício significativo para os doentes, em termos de uma redução de 

defeito de perfusão [71]. Como nos estudos citados, era esperado o aumento da expressão de 

VEGF no grupo de AT 14 dias e AT 21 dias. Quanto à qualitativa redução da marcação do 

VEGF no grupo AT-BMC 14 dias e AT-BMC 21 dias, sugere-se que as aortas desses animais 

foram menos danificadas e, portanto, necessitam de menos VEGF. 

O CD105 (Endoglina, receptor de TGF-β III) é uma glicoproteína transmembrana 

homodimérica que desempenha um papel regulador na sinalização de TGF-β. O CD105 está 

presente em todas as células endoteliais. O seu papel funcional no contexto da aterosclerose 

ainda está sendo pesquisado aqui. A expressão de CD105 foi demonstrada em vasos 

ateroscleróticos predominantemente em células endoteliais e células musculares lisas em 

vários tipos de vasos sanguíneos em ratos e seres humanos, o que sugere a sua participação na 
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aterogênese. Sua expressão demonstrou-se também relacionado com a expressão de eNOS no 

endotélio, reparo da parede do vaso, neoangiogênese da placa, a produção de colagénio e de 

estabilização das lesões ateroscleróticas. Além disso, níveis aumentados de endoglina solúvel 

foram associados à hipercolesterolemia, aterosclerose, infarto agudo do miocárdio e, 

principalmente, relacionados com a inibição da sinalização de TGF-β na parede do vaso [72, 

73]. Nossos resultados demonstram marcação no endotélio do grupo AT-14 dias e a ausência 

desta no grupo CO e AT-BMC 14 dias. Esta marcação era esperada neste grupo, uma vez que 

na doença aterosclerótica se observa esta marcação, já que a endoglina participa do processo 

aterogênico. No grupo transplantado, não houve marcação. Uma explicação para este achado 

seria a preservação do endotélio criada pelo transplante com células de medula óssea, o que 

reduziria as modificações ocorridas sobre as células endoteliais. 

O CD133 (ou prominina-1) foi a primeira de uma nova classe de proteínas de 

membrana a ser identificada em humanos e camundongos, e originalmente classificada como 

um marcador de hematopoiese primitiva e de células-tronco neurais. Estudos confirmaram a 

utilidade de CD133 como um marcador de células tronco hematopoiéticas para transplantes 

alogênicos realizados em humanos. Além disso, CD133 representa um marcador de células 

tumorais em que inicia um número de tumores neoplásicos de humanos, e, portanto, pode ser 

possível desenvolver terapias futuras como um marcador contra células cancerígenas [74]. 

Seguindo transmigração destas células precursoras hematopoiéticas, um subconjunto destas 

células progenitoras pode amadurecer em mastócitos no espaço subendotelial e desempenham 

um papel na propagação do processo inflamatório na aterosclerose [75]. Nossos estudos 

demonstram marcação de CD133 sobre a região endotelial da artéria aorta em grupos AT-14 

dias. A ausência da marcação foi observada no grupo CO e no grupo AT-BMC 14 dias. 

Nossos dados corroboram com os resultados achados em estudos anteriores e a explicação 

para esta ausência se assimila a mesma relacionada à ausência da marcação do CD105, 

relacionado à redução dos estimulos nocivos sobre a parede endotelial, reduzindo assim a 

disfunção do endotélio e evitando toda uma cascata de remodelamento negativo sobre este 

vaso, evitando assim o progresso da doença aterosclerótica. 

O CD68 é uma glicoproteína humana onde seu homólogo em camundongos recebe o 

nome de macrosialina. Ambas as proteínas são preferencialmente expressas por macrófagos e 

partilham a mesma estrutura bipartida tendo um domínio do tipo mucina e um domínio 

comum à família da lamp [76]. O CD68 é expresso em monócitos e, como consequência, 

macrófagos tissulares, sendo por esta razão um fiel marcador da doença aterosclerótica. 

Tratamentos para aterosclerose definem seus benefícios, através, dentre outros, da redução do 
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número de células derivadas de monócitos CD68 + na placa aterosclerótica [75]. Nossos 

estudos demonstraram marcação CD68+ no grupo AT 21 dias sobre células endoteliais, assim 

como uma característica da migração de monócitos para uma possivel região interna da 

parede arterial. Estes achados corroboram com achados diversos CD68 + na doença 

aterosclerótica [77]. Esta marcação não foi observada no grupo transplantado, possivelmente 

pela redução dos efeitos da doença aterosclerótica programada pelo transplante de células de 

medula óssea. 

A microscopia eletrônica foi capaz de mostrar as modificações de um remodelamento 

adverso ocorrido na aorta quando é utilizada uma dieta rica em gordura. Estes dados eram 

esperados, já que estudos anteriores demonstraram esse remodelamento do vaso ocorrido por 

administração de uma dieta desbalanceada e rica em gordura [78, 79]. Nos grupos 

transplantados observou-se que o transplante de células derivadas de medula óssea foi capaz 

de gerar um remodelamento benéfico sobre a parede arterial. Este remodelamento benéfico 

gerou uma organização natural da arquitetura do vaso e, este seria o fator principal para a 

melhora dos níveis glicêmicos e lipídicos encontrados nestes animais, uma vez que a 

disfunção endotelial não estaria em sua totalidade ocorrendo, consequentemente o transporte 

reverso de colesterol estaria preservado, evitando assim, todas as modificações geradas por 

um processo aterosclerótico em andamento.  
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CONCLUSÃO 

 

 O presente estudo demonstrou que a terapia com BMCs melhora a glicose do sangue, 

o metabolismo lipídico e o remodelamento adverdo da aorta em camundongos C57BL/6 

alimentados com uma dieta aterogênica. Embora os dados sobre os efeitos benéficos da 

BMCs sobre a aterosclerose sejam controversos, os nossos resultados contribuem para o 

conhecimento atual sobre a terapia celular.  

 

 Sugestões: 

 O transplante de células de medula óssea sugere um efeito parácrino principal sobre o 

remodelamento benéfico na parede arterial e este sim, seria a chave para as modificações 

fisiolóficas, como à redução dos niveis de glicose, colesterol total e triglicerídeos. Os dados 

sugerem que todas as modificações benéficas sobre a parede da aorta estariam relacionadas, 

principalmente, a redução inicial da disfunção endotelial e, assim, consequentemente, a 

redução das taxas sanguíneas dos níveis glicêmicos e lipídicos. Trabalhos futuros devem ser 

realizados com o objetivo de aprimorar melhor estas vias de modificações benéficas. 
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APÊNDICE B - Patente devidamente registrada como Caixa imobilizadora para animais de 

laboratório 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 

APÊNDICE C – Resumo do artigo submetido para Biochemistry and Cell Biology 
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ANEXO - Aprovação do Comitê de ética e pesquisa para cuidado e uso de animais 

experimentais, Universidade do Estado do Rio de Janeiro. 

 
 
 

 

 




