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RESUMO 

TONINI, G. C. Efeitos da Imunização com Lipoproteína de Baixa Densidade 

Oxidada na Aterosclerose Experimental Murina e no Modelo de Doença Renal 

Crônica. 2010. 105 f. Tese (Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2010. 

 

A aterosclerose, principal causa de doença cardiovascular, é uma afecção 

inflamatória crônica e progressiva. Sabe-se os anticorpos contra LDL oxidada 

(oxLDL) estão envolvidos no desenvolvimento da lesão aterosclerótica. Neste 

trabalho induzimos a produção desses anticorpos através da imunização de 

camundongos apoE-/- (knock-out para a apolipoproteína E) e C57Bl/6 com oxLDL. A 

fim de se avaliar o impacto dessa imunização avaliamos os perfis lipídico e de 

anticorpos anti-oxLDL e anti-pepD, sendo que o pepD é um peptídeo derivado da 

apolipoproteína B. Animais apoE-/- possuem maiores níveis de lípides sorológicos 

que animais C57Bl/6, exeto de HDL. A imunização com oxLDL não altera o perfil 

lipídico desses animais. Todavia, os anticorpos anti-oxLDL das classes IgM e IgG e 

da subclasse de IgG1 evidenciaram aumento, após a imunização com oxLDL. 

Anticorpos IgM anti-pepD aumentaram com a imunização em animais C57Bl/6 e não 

nos apoE-/-. Acreditamos que isso ocorra porque nos animais C57Bl/6 deva ocorrer 

uma resposta primária contra a oxLDL enquanto os apoE-/- já deviam ter sido 

estimulados por auto-antígenos. O adjuvante usado na imunização estimula a 

resposta Th2, e por isso ocorreu aumento de anticorpos IgG1, que por si pode 

apresentar um efeito ateroprotetor. A aterosclerose pode ocorrer com maior 

freqüência, em indivíduos portadores de doenças renais crônicas. Para estudar essa 

interferência submetemos os animais a um modelo de isquemia e reperfusão renal 

(I/R). A I/R promoveu aumento da concentração de TG. O aumento de anticorpos 

IgG anti-oxLDL promovidos pela I/R sugere que o este procedimento desencadei um 

processo inflamatório que causa aumenta a oxidação de LDL. Desta forma, 

concluímos que a I/R pode ser considerado um procedimento pró-aterosclerótico. A 

imunização com oxLDL não foi capaz de reverter os efeitos pro-aterogênicos 

causados pela I/R. 



 

Palavras-chave: Imunização. Aterosclerose. Lipoproteína LDL. Nefropatias. 

Peptídeo. 

 

ABSTRACT 

TONINI, G. C. Effect of Immunization With Oxidized Low Density Lipoprotein in 
Experimental Atherosclerosis Model and Chronic Kidney Disease Model. 2010. 
105 p. Ph. D. Thesis (Immunology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 
de São Paulo, São Paulo, 2010. 
 
Atherosclerosis, the main cause of cardiovascular disease, is a chronic and 

progressive inflammatory condition. It is known that the oxidized LDL (oxLDL) 

antibodies are involved in the development of the atherosclerotic lesion. In the 

present work we induced the formation of such antibodies through apoE-/- 

immunization with oxLDL (knock-out mice for apolipoprotein E). In order to evaluate 

the impact of this immunization we evaluate the lipids and antibody (anti-oxLDL and 

anti-pepD – pep D is a peptide derived from apolipoprotein B) profile. The apoE-/- 

animals used have higher seric levels of most lipids than C57Bl/6 animals, the 

exception being HDL. Despite male apoE-/- mice having higher seric concentration of 

triacyllglicerols, total cholesterol and LDL, literature points out that they have smaller 

atherosclerotic lesions. The oxLDL immunization does not change apoE-/- animals 

lipid profile. However, there was evidence of increased anti-oxLDL antibodies of the 

IgM, IgG classes and IgG1 sub-class after the oxLDL immunization.  On its turn, anti-

pepD IgM antibodies increased with immunization in C57Bl/6 animals only, and not in 

apoE-/-. We believe this happened not as a primary immune response against oxLDL 

in the apoE-/-, but rather from the atheroprotector effect caused by the increased IgG1 

subclass antibodies due to the Th2 answer stimulated by the adjuvant used in the 

immunization. Atherosclerosis has a higher incidence in individuals with chronic renal 

conditions. In order to study such interference, we submitted the animals to a renal 

ischemia and reperfusion model (I/R). The I/R procedure increased TG 

concentration, what can make atherosclerosis more severe. The increase in IgG anti-

oxLDL antibody caused by I/R suggests that the inflammation process set by the 

procedure increases LDL oxidation. This way, we conclude that the I/R can be 

considered a pro-atherosclerotic procedure. The oxLDL immunization was not able to 

revert the atherogenic effect caused by I/R model. 

Key words: Immunization. Atherosclerosis. LDL lipoprotein. Nephropathies. Peptide. 
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1.1 ATEROSCLEROSE 

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) as doenças 

cardiovasculares são as principais causas de morte no mundo. Aproximadamente 

17,1 milhões de pessoas morreram devido doenças cardiovasculares em 2004, 

representando 29% de todas as mortes globais. Ao longo dos últimos anos a 

mortalidade por causas cardiovasculares em países desenvolvidos tem diminuído, 

ao passo que em países em desenvolvimento houve rápida elevação (BARRETO et 

al., 2003; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). De acordo com as 

projeções da OMS, esta tendência tende a persistir, agravando ainda mais o quadro 

de morbi-mortalidade nos países em desenvolvimento. No Brasil, aproximadamente 

27% dos óbitos são de causa cardiovascular perfazendo um coeficiente de 

mortalidade seis a sete vezes superiores aos observados para as doenças 

infecciosas e parasitárias nos grandes centros urbanos. (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2009). Estima-se que em 2030, 23,6 milhões de pessoas morrerão de doenças 

cardiovasculares no mundo (WHO, 2010).  

O ônus econômico dessas doenças tem crescido exponencialmente nas 

últimas décadas. Dados previdenciários indicam que no Brasil ocorre 

aproximadamente um milhão de internações por doenças cardiocirculatórias por ano, 

com profundas repercussões na força de trabalho e com conseqüente custo social.  

Em 2000, as doenças cardiovasculares foram responsáveis pela principal alocação 

de recursos públicos em hospitalizações no Brasil, sendo a terceira causa de 

permanência hospitalar prolongada. No período de 1991 a 2000, os custos 

hospitalares atribuídos às doenças cardiovasculares tiveram uma alta de 176% 

(SANTOS, 2001).  

A OMS (WHO, 2006) relaciona mais de 300 fatores de risco associados ao 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares, entre os quais destacam-se: gênero 

(incidência aumentada em homens); idade (homens acima de 45 anos e mulheres 
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pós-menopausa); história familiar de evento aterosclerótico prematuro1 (cardiopatia 

coronariana, acidente vascular cerebral, doença arterial periférica) em familiares de 

primeiro grau; dislipidemias, principalmente nos casos em que há altas 

concentrações plasmáticas de colesterol total (CT) e de lipoproteína de baixa 

densidade (low density lipoprotein – LDL) e baixas concentrações de lipoproteína de 

alta densidade (high density lipoprotein – HDL); tabagismo; hipertensão arterial ( 

140 x 90mmHg ou pacientes sob tratamento anti-hipertensivo); diabete melito; 

sedentarismo; e, obesidade (índice de massa corpórea acima de 30) (HACKAM; 

ANAND, 2003; FRUCHART et al., 2004). Naghavi et al. (2003) afirmaram que a 

presença concomitante dos diversos fatores de risco acelera drasticamente a 

aterogênese.  

A aterosclerose é a doença base das principais complicações cardiovasculares 

que afetam o homem na atualidade, tais como: infarto agudo do miocárdio, angina 

instável, acidentes vasculares cerebrais, vasculopatias periféricas e aneurismas, 

entre outras. Apesar de a aterosclerose ter início nos primeiros anos de vida suas 

complicações aparecem acentuadamente após a terceira década, devido a sua lenta 

evolução. As diversas manifestações clínicas ocorrem, na maioria dos casos, após a 

ruptura de placas ateroscleróticas (WITZUM; STEINBERG, 1991).  

Um grande número de estudos epidemiológicos e de metabolismo tem 

estabelecido a relação entre altas concentrações séricas de CT e o aumento da 

suscetibilidade ao desenvolvimento de doenças cardiovasculares, apontando as 

dislipidemias, principalmente a hiperlipidemia, como fatores de risco mais 

importantes. (ASCER et al., 2004). Entretanto, sabe-se que indivíduos com 

concentrações sorológicas de colesterol consideradas normais (CT <200mg/mL, LDL 

<130mg/mL, HDL >40mg/mL e triacilgliceróis <150mg/mL) podem desenvolver 

aterosclerose além de outras doenças cardiovasculares graves (RIDKER et al., 

2008). Desta maneira, o foco de muitos grupos de pesquisa foi alterado para as 

lipoproteínas (LP) modificadas, principalmente para a LDL oxidada (oxLDL) 

(CHAPPEY et al., 1995) e para a resposta imune envolvida no processo 

aterosclerótico (FROSTEGARD et al., 1992). Anderson et al. (1987) demonstraram 

que indivíduos com altos níveis plasmáticos de LDL total e, particularmente, da 

forma oxidada (oxLDL) desenvolvem mais doenças coronarianas, sendo esta 

                                            
1
 Considera-se prematuro o evento ocorrido em homens antes dos 55 anos e em mulheres antes dos 65 anos de 

idade 
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situação potencializada quando há redução das concentrações plasmáticas de HDL 

(JOHNSON et al., 1991). Em estudos sobre a resposta imune contra oxLDL, alguns 

pesquisadores mostram que anticorpos anti-oxLDL estão correlacionados com a 

modulação do processo aterosclerótico e com o risco de desenvolvimento de 

patologias secundárias a aterosclerose, onde pode ser evidenciada a presença 

de efeitos tanto pró-aterogênicos, quanto anti-aterogênicos.  

1.1.1 Lipídios e Lipoproteínas 

 

Os lipídios são elementos químicos fundamentais para formação de todas as 

células, secreção de vitaminas, bile, hormônios esteróides e para produção e 

armazenamento de energia. Fisiologicamente, os principais são: os ácidos graxos 

(AG), triacilgliceróis (TG), fosfolípides (PL) e o colesterol (C). A principal 

característica dessas biomoléculas quimicamente heterogêneas é a insolubilidade 

em água. A solubilização dos lipídeos no meio aquoso depende de um arranjo 

molecular, denominado de lipoproteína (LP) (Figura 1), no qual os TG e C 

esterificado (CE) são envolvidos por PL e C livre (CL), e, também, da interação entre 

esses componentes com proteínas específicas, chamadas de apolipoproteínas (apo) 

(HOEG; BREWER, 1986). As apo não possuem função apenas estrutural. Elas 

contribuem para a regulação do metabolismo das LP: modulando a atividade de 

enzimas, direcionando as LP aos locais de catabolismo e interagindo com receptores 

celulares específicos e de alta afinidade (DONMA; DONMA, 1989).  As principais 

apo as apoA (A-I, A-II e A-IV), apoB (B-48 e B-100), apoC (C-I, C-II e C-III), apoD e 

apoE (FRANCESCHINI, 1996).  

Apesar de apresentarem a mesma estrutura básica (Figura 1), as LP diferem 

quanto à composição, tamanho, mobilidade eletroforética e densidade. Como foram 

originalmente analisadas através da ultracentrifugação, sendo separadas em várias 

frações segundo, diferentes padrões de densidade, passaram a ser designadas em 

função desta característica. A Tabela 1 mostra algumas características das 

lipoproteínas plasmáticas, como densidade, tamanho, concentrações de CE, CL, TG, 

PL, TG e proteína (PR), bem como as principais apo (SANTOS, 2001).  
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Figura 1 – Esquema da estrutura básica das lipoproteínas. Núcleo hidrofóbico constituído por TG 
e CE, além de vitaminas lipossolúveis, circundado por componentes anfifílicos, PL, CL e 
um conjunto de proteína (apo). CE= colesterol Esterificado, CL= Colesterol Livre, TG= 
Triacilgliceróis, FL= fosfolípides, PR= proteínas 

 

 

 

 

 

Tabela 1 – Características das lipoproteínas plasmáticas 

Lipoproteína 
Densidade 

(g/dL) 

Diâmetro 

(Å) 

Composição (%) 
Apolipoproteína 

CE CL TG PL PR 

Quilomícron >0,95 800-5000 5 2 84 7 2 B-48, E, C, A-I, A-II, A-IV 

VLDL >1,006 300-800 12 7 55 18 8 B-100, E, C 

IDL 1,006 -1,019 250-350 23 8 32 21 16 B-100, E, C 

LDL 1,019 -1,063 180-280 38 10 9 22 21 B-100 

HDL-2 1,063 -1,125 90-120 16 6 4 30 44 A-I, A-II 

HDL-3 1,125 -1,210 50-90 12 3 4 26 55 A-I, A-II 

FONTE: SANTOS, 2001 
NOTA: Abreviaturas: CE= colesterol Esterificado, CL= Colesterol Livre, TG= Triacilgliceróis, FL= 
fosfolípides, PR= proteínas, VLDL= lipoproteína de densidade muito baixa, IDL= lipoproteína de 
densidade intermediária, LDL= lipoproteína de baixa densidade e HDL= lipoproteína de alta 
densidade. 
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1.1.2 Lipoproteína de Baixa densidade (LDL) e Lipoproteína de Baixa 

densidade Oxidada (oxLDL) 

 

 A LDL é indispensável ao fornecimento do colesterol usado no processo ativo 

de divisão celular, na síntese de membranas e na síntese de hormônios e sais 

biliares. (BROWN; KOVANEN; GOLDSTEIN, 1981; BROWN; GOLDSTEIN, 1986). 

Sua captação é mediada pela a interação dos resíduos de lisina da apoB com os 

receptores específicos para LDL (receptores B-E). Ao entrar na célula o colesterol 

exerce uma ação bloqueadora da produção desses receptores B-E (BROWN; 

GOLDSTEIN, 1986). 

 Em condições normais, a camada endotelial das artérias representa uma 

barreira para a livre difusão de macromoléculas, contudo aproximadamente 15% da 

LDL que circula no plasma atravessa o endotélio e penetra na camada íntima (FRY 

et al., 1986; VESSBY et al., 1987). Naturalmente, a entrada dessa lipoproteína na 

parede vascular é diretamente proporcional à sua concentração plasmática. Em 

condições fisiológicas, a concentração de LDL na camada íntima é vinte vezes maior 

que no fluído intersticial, sendo essa considerada hipercolesterolêmica em relação 

ao fluído intersticial de outros tecidos. Essa diferença, provavelmente, decorre da 

falta de linfáticos na intíma e da presença de uma densa matriz extracelular de carga 

negativa, que aprisiona certa proporção de LDL (PENTIKAINEN et al., 2000).  

Contudo, há mecanismos fisiológicos que tendem a diminuir a concentração de 

LDL na íntima, como a atividade de células musculares, de monócitos e a 

capacidade de remoção HDL, que executam o chamado “transporte reverso do 

colesterol”.   

A maior concentração de LDL na íntima arterial pode decorrer de: 

concentrações plasmáticas elevadas da LDL; alterações na funcionalidade 

endotelial, por ação de diferentes formas de injúria; dificuldades funcionais dos 

monócitos e das células musculares lisas; transporte reverso de colesterol 

insuficiente, por baixa concentração da fração HDL  

Na região subendotelial da íntima a LDL pode ser modificada por enzimas, 

como mieloperoxidase, xantina oxidase, NADPH-oxidase e fosfolipases (KLOUCHE 

et al., 1998; KLOUCHE et al., 2000; LUSIS, 2000), por metilação, por glicação, por 

agregação (KHOO et al., 1988) e/ou por oxidação (GIDLUND et al., 1996; FERNVIK 

et al., 2004). Assim, novos antígenos são gerados (STEINBERG et al., 1989) 
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induzindo diferentes respostas imunes. A modificação de LDL em oxLDL, in vivo, 

comumente deve-se a espécies reativas de oxigênio, como o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), produzidas por células ativadas (linfócitos, monócitos/macrófagos, células 

endoteliais e musculares lisas) (ESTERBAUER; WÄG; PUHL, 1993; CARR; 

MCCALL; FREI, 2000; CHEN; THOMAS; KEANEY, 2003). Estas espécies 

desencadeiam uma seqüência de reações na partícula onde, inicialmente, ocorre a 

peroxidação de seus ácidos graxos poliinsaturados liberados dos PF, dando origem 

à LDL minimamente oxidada. No decorrer do processo, os ácidos graxos se 

decompõem gerando cetonas e aldeídos reativos, os quais, interagindo com grupos 

lisina e histidina da apoB, alteram a carga elétrica, a densidade e as propriedades 

eletroforéticas da partícula de LDL (KEANEY, 2000). Ao longo deste processo, a 

apoB sofre degradação gradual, gerando fragmentos polipeptídicos. (ESTERBAUER 

et al., 1992). Além disso, a modificação de estrutura molecular impede seu 

reconhecimento pelo receptor B-E, porém permite que passe a ser reconhecida por 

receptores scavenger presentes nos macrófagos, cuja expressão não é auto-

regulável pela concentração de colesterol intracelular. Por essa razão, há entrada 

ininterrupta de LDL para o interior dos macrófagos, resultando em células com 

gordura em demasia, chamadas de células espumosas (ou foam cell) (ENDEMANN 

et al.,1993).  

A oxLDL é um potente agente pro-inflamatório: atua estimulando a camada de 

células endoteliais a produzir moléculas de adesão celular como VCAM-1 (molécula-

1 de adesão da célula vascular), ICAM-1 (molécula-1 de adesão intercelular), fatores 

de crescimento, tal como M-CSF (fator estimulador de colônia de macrófago) e 

proteínas quimiotáticas, como MCP-1 (proteína-1 quimiotática para monócitos), 

resultando na adesão e no recrutamento de monócitos e linfócitos circulantes para 

dentro da parede arterial (LUSIS, 2000), além de aumentar a permeabilidade 

vascular (SVENSJÖ et al., 2003). Na íntima os monócitos sofrem modificações 

fenotípicas que os transformam em macrófagos, e por ação quimiotática da oxLDL, 

são impedidos de retornarem ao sangue circulante (FROSTEGÅRD et al., 1996; 

STEINBERG, 1997; QUINN et al., 1987; KIM et al., 1994).  
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1.1.3 Aterogênese 

 

A aterosclerose pode ser definida como um processo inflamatório crônico e 

degenerativo que acomete as grandes e médias artérias, sendo caracterizada pelo 

acúmulo de lipídeos, células inflamatórias e elementos fibrosos no espaço 

subendotelial da íntima (VANDERLAAN; REARDON; GETZ, 2004; LUSIS, 2000).  

Na literatura não há um consenso a respeito do fenômeno inicial da 

aterogênese: se, primeiramente, o endotélio sofre uma injúria ou se a LDL atravessa 

a parede do vaso antes da injúria endotelial. Contudo, já se sabe que: a LDL pode 

atravessar a parede do vaso por difusão simples (WILLIAMS; TABAS, 1995); a LDL 

modificada (mLDL) pode lesionar o endotélio, e que o endotélio lesionado permite 

um maior influxo de LDL (ROSS; GLOMSET, 1973, BACHEM et al., 1999). Como 

descrito anteriormente, no espaço subendotelial a LDL é modificada pelo processo 

de oxidação. 

A LDL minimamente modificada, ou seja, quando apenas a fração lipídica está 

oxidada, induz maior adesão de monócitos, mas não de neutrófilos, às células 

endoteliais (BERLINER, et al., 1990). A mLDL age nas células da intima e induz a 

expressão de citocinas inflamatórias, quimiocinas e moléculas de adesão levando a 

aderência de monócitos e linfócitos ao endotélio e a migração destes para a camada 

subendotelial. Nessa camada, ocorre a diferenciação dos monócitos em macrófagos 

(FROSTEGÅRD et al., 1996; STEINBERG, 1997; QUINN et al., 1987, KIM et al.,  

1994). 

O macrófago internaliza a mLDL através de receptores scavengers, 

principalmente SR-A e CD36 (HARA; TAKETOMI, 1987; HASSALL, 1992), sem que 

ocorra retroalimentação negativa na expressão desse tipo de receptor. Desta 

maneira o macrófago fica repleto de gotículas citoplasmáticas de ésteres de 

colesterol, passando a ser chamado de célula espumosa, e, juntamente com células 

musculares e linfócitos T, formam as estrias gordurosas (LIBBY, 2000). Este é 

considerado o primeiro estágio do processo aterosclerótico e que pode ser formado 

nos primeiros anos de vida (MUNRO; COTRAN, 1988).  

As células espumosas secretam diversos mediadores inflamatórios incluindo 

fator ativador de plaqueta (PAF), eicosanoides, interleucinas, fosfolipases e 

metaloproteases.  Em resposta a fatores de crescimento e citocinas secretados por 

macrófagos e células T, células musculares lisas migram da camada média para a 
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camada intíma onde se proliferam e produzem matriz extracelular a fim de formar 

uma cápsula ao redor das células espumosas e do colesterol livre (LEE; LIBBY, 

1997). Essa estria fibro-gordurosa caracteriza a fase intermediária da lesão 

aterosclerótica.  

Placas avançadas têm um centro de células gordurosas, debris celulares e 

lipídios extracelulares circundados por uma capa fibrosa de células musculares lisas 

e matriz extracelular rica em colágeno. Com a progressão do processo 

aterosclerótico, as citocinas inflamatórias inibem a proliferação das células 

musculares lisas e a produção de colágeno e induzem a produção de 

metaloproteases que degradam o colágeno enfraquecendo a lesão o que a torna 

suscetível à ruptura (HANSSON et al., 1989; MACH, 1997; AMENTO, 1991).  
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Figura 2 – Aterogênese. A LDL migrada sangue por difusão simples para a camada intima, 
onde é oxidada. A oxLDL estimula as células endoteliais a expressarem 
moléculas de adesão, e a produção local de citocinas inflamatórias. Os 
monócitos são recrutados para íntima, se diferenciam em macrófagos, e passam 
a captar oxLDL via receptores scavenger, transformando-se em células 
espumosas.  
FONTE: Adaptado de: GLASS; WITZTUM, 2001  
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1.1.4 Modelos Animais Usados no Estudo da Aterosclerose 

 

Devido à complexidade e a cronicidade da aterosclerose, associada à ausência 

de métodos de detecção não invasivos que permitam uma caracterização seqüencial 

da doença, modelos animais têm sido utilizados para definir seus mecanismos 

fisiopatológicos e se tentar estabelecer alvos precisos para possíveis tratamentos. 

Vários modelos animais, como coelhos, porcos, primatas e roedores são utilizados 

em estudos de doenças cardiovasculares, todavia os mais utilizados são os 

camundongos. No entanto, os camundongos selvagens são altamente resistentes ao 

desenvolvimento de aterosclerose. Estes animais apresentam baixos níveis 

sorológicos de VLDL (very low density lipoprotein) e LDL e a maior parte do 

colesterol está na fração de HDL, em resposta a uma dieta com baixos níveis de 

lipídeos e colesterol. Em camundongos selvagens a HDL é responsável pelo 

transporte de mais de 85% do colesterol plasmático, enquanto que em humanos a 

LDL é a principal LP transportadora de colesterol (65-85%) (HOFKER et al., 1998; 

BRESLOW, 1996; PLUMP, et al.,1992). Apesar dessa diferença metabólica, os 

camundongos são usados como modelos experimentais para o estudo da 

aterosclerose por possuírem o mesmo conjunto de genes que controlam o 

metabolismo de LP em humanos, com poucas exceções. Ainda sua utilização é 

facilitada pela rápida reprodução, amplo conhecimento da sua genética e pelo 

pequeno porte dos animais (VANDERLAAN et al., 2004; HOFKER et al., 1998). 

 As técnicas transgênicas, mormente a de knockout, têm possibilitado a criação 

de modelos murinos para o estudo da fisiopatologia e dos componentes específicos 

do sistema imune na aterosclerose. Atualmente, dois modelos de camundongos 

knockout, que desenvolvem hipercolesterolemia e aterosclerose são usados: os que 

são knockout para a apoE (apoE-/- ) e os para receptor de LDL (Ldlr-/-). Os apoE-/-  

desenvolvem hipercolesterolemia e aterosclerose espontaneamente enquanto que 

os Ldlr-/- precisam ser alimentados com dieta rica em colesterol (ISHIBASHI et al., 

1993; VENIANT et al., 2001). 
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1.1.4.1 Apolipoproteína E 

 

A apoE é um componente constitutivo dos quilomicrons, e pode estar presente 

na HDL, VLDL e IDL (intermediate density lipoprotein), sendo fundamental para a 

estabilização, solubilização e catabolismo destas partículas. É sintetizada 

principalmente pelos hepatócitos, porém pode ser produzida em células de origem 

hematopoiéticas, como os macrófagos. Atua no transporte de colesterol e outros 

lipídios entre o tecido periférico e o fígado, ligando-se a receptores específicos nas 

células desses tecidos (MAHLEY; HUANG, 1999).  A deficiência na apoE leva a uma 

remoção deficiente de quilomicrons remanescentes e de VLDL e IDL da circulação 

(PLUMP et al., 1992).  

Camundongos apoE-/- desenvolvem lesões ateroscleróticas similares as 

humanas, progredindo desde estrias gordurosas a placas fibrogordurosas e a lesões 

avançadas (PIEDRAHITA et al., 1992; PLUMP et al., 1992). Entretanto, seu perfil 

lipídico difere do humano, uma vez que possuem preponderantemente elevação na 

fração VLDL.  

A apoE possui diversas outras funções fisiológicas como na coagulação, 

estresse oxidativo, homeostase das células neuronais e da glia, função adrenal, 

proliferação celular e inflamação. Na aterosclerose esta proteína apresenta um papel 

protetor, uma vez que, sendo produzida localmente pelos macrófagos, promove o 

efluxo do colesterol dessas células, reduz o estresse oxidativo e inibe os 

mecanismos da inflamação. (HARA; YOKOYAMA, 1991; HAYEK et al., 1994).  

 

 

1.1.5 Anticorpos e Aterosclerose  

 

Os diversos neo-antígenos formados a partir da modificação da LDL podem ser 

reconhecidos por auto-anticorpos. Eles reagem não apenas contra antígenos de 

natureza lipídica, como relatado na literatura (DAMASCENO  et al., 2000), mas 

também contra a parte protéica da LDL, sugerindo uma importante resposta imune 

humoral contra a apoB (GIDLUND et al., 1996). O papel desse tipo de resposta 

imune contra a oxLDL ainda gera muita controvérsia. Alguns estudos tentam 

correlacionar altos níveis de anticorpos anti-oxLDL ao aumento do risco de 

desenvolvimento de aterosclerose (HULTHE et al., 2001). Enquanto outros, mais 
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recentes, mostram a existência de uma relação inversa entre níveis destes 

anticorpos e a suscetibilidade à ocorrência dessa doença (SHOJI et al., 2000). Em 

recente publicação, Ketelhuth et al., 2008 testaram frações de oxLDL separadas por 

tamanho molecular contra soro de pacientes com doença arterial coronariana (DAC) 

e de controles normolipidêmicos, sendo que este grupo apresentou títulos mais 

elevados de anticorpos contra as frações de maior peso molecular e o grupo DAC 

contra frações de menor peso molecular. 

Esses dados reforçam a hipótese da existência de anticorpos contra  

diferentes fragmentos da oxLDL. A suscetibilidade ou proteção à aterosclerose 

deve estar relacionada não só aos níveis destes anticorpos, mas também às 

suas especificidades e suas diferentes classes e subclasses.  

Apesar dos animais hiperlipidêmicos apresentarem auto-anticorpos contra 

oxLDL, o papel dos mesmos no processo aterosclerótico ainda não está 

esclarecido. Alguns estudos têm demonstrado que anticorpos IgM são anti-

aterogênicos por possibilitarem a remoção de partículas de oxLDL através da 

via clássica de ativação do complemento por C1q (SHAW et al., 2001; LEWIS 

et al., 2009).  

Como em muitas doenças inflamatórias o balanço entre a resposta Th1 e 

Th2 influencia a progressão da aterosclerose bem como nas subclasses de 

anticorpos contra os antígenos específicos da doença. A lesão aterosclerótica 

contém citocinas que promovem uma resposta tipo Th1, predominantemente. 

Não obstante, quando se analisa as subclasses de IgG anti-oxLDL em modelos 

murinos tipicamente Th1 (C57Bl/6) a subclasse IgG2a apresenta título maior 

que a subclasse IgG1  (SCHULTE et al., 2008). 

 

1.1.5.1. Anticorpos Naturais 

Anticorpos naturais são uma classe de anticorpos, principalmente IgM, 

que são produzidos por células B1 sem a participação de células T. O 

anticorpo natural IgM que promove proteção contra infecções pneumocócicas é 

chamado de T15, (SHAW et al., 2000). 

Camundongos apoE-/- possuem clones de IgM de anti-oxLDL são 

idênticos aos T15 na região variável. Esses clones reconhecem a fosforilcolina 

presente na parede celular de pneumococos, fosfolípides oxidados e células 

apoptóticas e inibem a captação de oxLDL e de células apoptóticas por 
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macrófagos (PALINSKI et al., 1996; HÖRKKÖ et al., 1999; CHANG et al., 

1999; SHAW et al., 2001). O efeito ateroprotetor desses anticorpos pode ser 

através dessa inibição de captação de oxLDL com conseqüente inibição da 

formação de células espumosas. A vacina anti-pneumococica reduz a 

aterosclerose em modelos experimentais (BINDER et al., 2003).  

 

 

1.1.6 Imunização e Aterosclerose 

 

Muitos estudos mostram a presença de anticorpos IgM e IgG na placa 

aterosclerótica (ZHOU; HANSSON, 1999; HANSSON, 1979). Essas 

observações são a base de muitas hipóteses a respeito da função desses 

anticorpos.  

A imunização de camundongos apoE-/- com homólogo de homogeneizado  

de placa aterosclerótica ou MDA-LDL causa redução da lesão aterosclerótica 

(ZHOU et al., 2001; GEORGE et al., 1998). Estes estudos mostraram que  a 

presença de anticorpos IgG contra estes antígenos foi o motivo dessa redução.  

Outros estudos, observaram que a imunização de animais apoE com 

peptídeos específicos da apoB também reduziram a aterosclerose 

(FREDRIKSON et al., 2003; CHYU et al., 2005). Tratamento com IgG humana 

recombinante contra peptídeos da apoE também reduzem a ateroscerose 

experimental (SCHIOPU et al., 2004).  

 

1.1.6.1 Adjuvantes na imunização contra Aterosclerose 

Os adjuvantes ("adjuvare" = auxiliar) são substâncias utilizadas como 

estimuladores não-específicos em associação a antígenos, com o objetivo 

específico de auxiliar ou potencializar a resposta imunológica que seria de 

menor intensidade, se o antígeno fosse ministrado isoladamente. Além disso, 

servem para evitar o catabolismo do antígeno, retê-lo no sítio de inoculação e 

recrutar células imunes a interagirem com o imunógeno. Atuam, também, 

ativando de maneira seletiva as subpopulações de células Thelper (MITCHELL 

et al., 2001). 

O adjuvante influencia na apresentação antigênica, induz a produção de 

citocinas imunomoduladoras e age sobre as células apresentadoras de antígeno 
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aumentando, acelerando, modificando ou prolongando a resposta imune específica 

ao antígeno. O adjuvante de Freund completo, composto por óleo mineral e células 

mortas de Mycobacterium tuberculosis, induz uma forte resposta Th1, DTH (delayed-

type hypersensitivity - hipersensibilidade tardia) e formação de anticorpos, enquanto 

que o adjuvante de Freund incompleto, que não contém a micobacteria, induz a uma 

resposta do tipo Th2, formação de anticorpo, porém não induz DTH (NILSSON; 

HANSSON; SHAH, 2005). Alum é usado como uma alternativa do adjuvante de 

Freund por causar menos efeitos adversos. Este, junto com o fosfato de cálcio, são 

os únicos adjuvantes licenciados para o uso humano (LINDBLAD, 2004).  Khallou-

Laschet et al. (2006) demonstraram que a injeção de Alum ou adjuvante de Freund 

completo ou incompleto em camundongos apoE-/- leva a uma grande redução no 

tamanho da lesão aterosclerótica. Outros estudos demonstram que a imunização de 

coelhos e camundongos com adjuvante de Freund completo induz a formação de 

uma resposta imune pró-aterogênica contra HSP (XU et al., 1992; GEORGE et al., 

1999). Nos primeiros estágios de ativação do sistema imune na aterosclerose as 

células Th1 promovem o desenvolvimento dessa doença (BINDER et al., 2002; 

HANSSON et al., 2002). Neste cenário, adjuvantes que favoreçam uma resposta 

antiinflamatória Th2 podem ser mais eficientes na imunização contra a 

aterosclerose. 

 

 

1.1.7 Aterosclerose e Doença Renal 

 

A mortalidade por doenças cardiovasculares é 10-20 vezes maior em pacientes 

com doença renal crônica (FOLEY et al., 1998) devido ao fato de apresentarem 

processos ateroscleróticos avançados.  

Idade avançada, hipertensão arterial, diabetes e dislipidemia são fatores de 

risco comuns às doenças cardiovasculares e renais (LONGENECKER et al., 2002). 

Contudo, Go et al. (2004) mostraram que somente a taxa de filtração glomerular 

reduzida constitui fator de risco para o desenvolvimento de doença 

cardiovascular. Em estudo observacional de longo prazo, estratificado por 

faixa etária, foi demonstrado que o déficit de função renal é um fator de risco 

independente para a ocorrência de eventos cardiovasculares e óbitos 

decorrentes desses eventos (FRIED et al., 1998).  
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É crescente o número de evidências que sugerem o efeito direto da 

aterosclerose sobre a função renal; em grande parte por causa da doença 

microvascular e intraglomerular que representam a fase silenciosa da isquemia 

do rim (MEYRIER; HILL; SIMON, 1998; TEXTOR, 2004). Anormalidades na 

função deste órgão podem estar presentes nos primeiros estágios da 

aterogênese e em pacientes com evidências de aterosclerose apenas 

extrarenal (BAGGIO et al., 2001). 

A patogênese envolvida na interação entre essas doenças ainda está 

pouco esclarecida, principalmente por serem doenças multifatoriais. Os 

animais apoE-/- têm sido utilizados a fim de se entender os mecanismos de 

interação entre elas (KULAH et al., 2007;  WEN et al., 2002; BUZELLO et al., 

2003). Knowles et al., 2000, estudando camundongos deficientes em óxido 

nítrico sintase endotelial e em apoE observaram, em 4 meses, diminuição no 

peso dos rins, aumento da creatinina plasmática, e um aumento do número de 

glomérulos com depósitos de lipídios, porém não explicaram o mecanismo 

envolvido nesse processo. 

Um modelo experimental usado para estudo de doenças renais crônicas é o de 

isquemia e reperfusão, onde se realiza a obstrução da via arterial do rim. Após o 

retorno do fluxo sanguíneo para o parênquima renal ocorre o desencadeamento de 

uma gama de eventos fisiopatológicos, caracterizados pela produção de espécies 

reativas de oxigênio, infiltrado de células inflamatórias, produção de citocinas pro-

inflamatórias e quimiocinas (MOLITORIS, 1991). 
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22  OOBBJJEETTIIVVOOSS  

  

  

  

  



 

2.1 OBJETIVO GERAL 

O objetivo principal deste estudo foi de avaliar o efeito da imunização com 

oxLDL em um modelo experimental de aterosclerose espontânea utilizando-se  

camundongos apoE-/-. Outrossim, objetivou-se também avaliar a influência dessa 

imunização em um modelo experimental de isquemia renal, onde apenas um rim 

sofre isquemia e reperfusão. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Analisar a influência do adjuvante de Freund nas variáveis avaliadas.  

2. Analisar a influência da imunização com oxLDL na aterosclerose 

experimental.  

3. Analisar a influência do processo de isquemia e reperfusão renal na 

aterosclerose experimental.  

4. Analisar a influência da imunização com oxLDL no processo de isquemia e 

reperfusão renal.  

  

Para tanto as variáveis avaliadas foram: perfil lipídico (colesterol total e suas 

frações – LDL, HDL e VLDL, triacilgliceróis), anticorpos anti-oxLDL e anti-pepD e 

lesão aterosclerótica. 
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  33  MMAATTEERRIIAAIISS  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

3.1 ANIMAIS 

 

No presente estudo foram utilizados camundongos C57Bl/6 selvagens e 

camundongos deficientes do gene codificador para a apoE (apoE-/-) de background 

C57Bl/6  com idade inicial de 6-8 semanas.  

A matriz dos animais apoE-/- foi doada pela Professora Helena Coutinho Franco 

de Oliveira do Departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto de Biologia da 

Universidade de Campinas (Bar Harbor, ME). Camundongos apoE-/- foram 

desenvolvidos por Piedrahita et al. (1992) através da inativação do lócus 

responsável pela produção de apolipoproteína E.  

Machos e fêmeas foram usados para a avaliação da imunização com FIA e 

com oxLDL. Para a avaliação da isquemia renal apenas machos foram usados.  

Durante estudo, os animais foram mantidos em gaiolas com 4 animais, sob 

iluminação de 12 h, com o fornecimento de ração e água ad libitum.  

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética 

da Universidade de São Paulo. 

 

 

3.2 GRUPOS 

 

Os experimentos foram sempre realizados de forma pareada nos grupos de 

animais C57Bl/6 e apoE-/-. As figuras 3-6 apresentam a divisão dos grupos conforme 

o procedimento realizado.  
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Figura 3 – Esquema dos grupos experimentais realizados com camundongos C57Bl/6. Os 
animais que não receberam imunização também não receberam qualquer outra forma de 
tratamento experimental (sem), apenas para se ter um controle experimental. Animais 

FIA foram imunizado com 100 L de veículo  (adjuvante de Freund incompleto – FIA – 
emulsificado com PBS) primeiramente por via subcutânea na região inguinal, seguido por 
3 reforços de mesmo volume via intraperitoneal, no intervalo de 15 dias entre eles. Os 
animais oxLDL foram imunizados seguindo o mesmo protocolo de imunização que os 

animais FIA, porém a oxLDL foi utilizada como antígeno na concentração de 50g/mL na 

primeira imunização e de 25g/mL nos reforços. 
 

 

 

 

 

Figura 4 – Esquema dos grupos experimentais realizados com camundongos apoE
-/-

 . Os 
animais que não receberam imunização também não receberam qualquer outra forma de 
tratamento experimental (sem), apenas para se ter um controle experimental. Animais 

FIA foram imunizado com 100 L de veículo  (adjuvante de Freund incompleto – FIA – 
emulsificado com PBS) primeiramente por via subcutânea na região inguinal, seguido por 
3 reforços de mesmo volume via intraperitoneal, no intervalo de 15 dias entre eles. Os 
animais oxLDL foram imunizados seguindo o mesmo protocolo de imunização que os 

animais FIA, porém a oxLDL foi utilizada como antígeno na concentração de 50g/mL na 

primeira imunização e de 25g/mL nos reforços. 
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Figura 5 – Esquema dos grupos experimentais realizados com camundongos C57Bl/6 machos. 
Os animais que não receberam qualquer forma de imunização (sem) foram usados 
apenas como controle. Os animais que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam 

primeiramente uma dose de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de Freund 
incompleto – FIA – emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforços de 

25 g/mL de oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no intervalo de 15 dias 
entre eles. Alguns animais foram submetidos procedimento cirúrgico no qual houve a 
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros 
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle, outros 
animais não sofreram qualquer procedimento (SEM TRATAMENTO). 

 
 

 

 

 

Figura 6 – Esquema dos grupos experimentais com camundongos apoE
-/-

 machos. Os animais 
que não receberam qualquer forma de imunização (sem) foram usados apenas como 
controle. Os animais que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente 

uma dose de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de Freund incompleto – 

FIA – emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforços de 25 g/mL de 

oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no intervalo de 15 dias entre eles. 
Alguns animais foram submetidos procedimento cirúrgico no qual houve a isquemia renal 
unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros animais sofreram 
apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle, outros animais não 
sofreram qualquer procedimento (SEM TRATAMENTO). 
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3.3 IMUNIZAÇÕES 

 

As imunizações foram realizadas seguindo-se o protocolo esquematizado na 

figura 7. 

 

 

Figura 7 – Esquema do protocolo de imunização utilizado durante o estudo. Animais de 6-8 

semanas de vida receberam inicialmente 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  
(adjuvante de Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) subcutaneamente ou 

apenas 100L de veículo , seguido por 3 reforços de 25 g/mL de oxLDL em 100 L de 

veículo  ou apenas 100L de veículo , intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre 
eles.  

  

  

3.3.1 Primeira Imunização 

 

Na primeira imunização foi injetado subcutaneamente na região inguinal 50 

g/mL de antígeno, oxLDL, emulsificado em 100 L de meio (Adjuvante de Freund 

incompleto [Sigma] + PBS, 1:1, vol:vol) por animal (FREIGANG et al., 1998) ou 

apenas 100 L de veículo .  

  

  

3.3.2 Reforços 

 

Foram realizados 3 reforços por via intraperitoneal, em intervalos de 2 semanas 

entre eles, com 25 g/mL do antígeno emulsificado em 100 L de veículo  

(Adjuvante de Freund incompleto [Sigma] + PBS, 1:1, vol:vol) por animal ou apenas 

com 100 L de veículo  por animal (FREIGANG et al., 1998).  
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3. 4 ANTÍGENO UTILIZADO NA IMUNIZAÇÃO E EM IMUNOENSAIOS: OXLDL 

 

Ao "pool" de plasma fresco de voluntários humanos normolipidêmicos 

(colesterol < 200mg/dL) e saudáveis foram adicionados os seguintes preservantes: 2 

mM benzamidina, 0,5% de gentamicina, 0,25% cloranfenicol, 0,5 mM PMSF, e 0,1 

unit/mL de aprotinina. A LDL (densidade = 1,019 a 1,063 g/mL) e o infranadante 

(densidade > 1,21g/mL) foram isolados por ultracentrifugação (40000 rpm a 4 ºC) 

(Havel, Eder et al., 1955) usando o rotor 75Ti (L-8 ultracentrifuge, Beckman). Após a 

preparação foi adicionado EDTA à LDL, que foi armazenada a 4 ºC. Antes de ser 

oxidada, a LDL foi dialisada durante 48 h contra PBS. A oxidação foi induzida pela 

incubação de 1 mL de LDL (1-3 mg/mL de proteína) com CuSO4 (concentração final 

de 20 M de CuSO4) por 18 h a 37 oC. A reação foi finalizada com adição de EDTA 

(concentração final de 1,0mM) (KETELHUTH et al., 2008;  ZARATIN et al., 2002).  

  

  

3.5 PROTOCOLO DE ISQUEMIA E REPERFUSÃO RENAL 

  

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com doses de 100 mg/kg 

de peso de ketamina e 10 mg/Kg de peso de xilazina (Agribrands do Brasil, São 

Paulo). Após estarem anestesiados os animais foram fixados em mesa cirúrgica em 

decúbito dorsal. A assepsia do abdômen foi realizada com álcool iodado a 2%. Foi 

feita incisão xifopubiana mediana para posterior exposição das vísceras abdominais 

a fim de dissecar e isolar os pedículos renais. A isquemia renal unilateral foi 

promovida por ligadura desses pedículos com clamps microvasculares (Rocca) 

durante 60 min. Após esse tempo os clamps foram retirados e os rins massageados 

até observação da completa reperfusão renal. Animais controles, chamados de 

sham, foram submetidos ao mesmo procedimento cirúrgico, porém sem a ligadura 

de quaisquer dos pedículos arteriais renais. A cavidade foi fechada com pontos 

cirúrgicos em dois planos com fios de seda tamanho 4-0 (Technofio). Os animais 

foram mantidos em aquecimento por iluminação indireta até completa recuperação 

da anestesia. Após 6 semanas os animais foram sacrificados como descrito 

anteriormente (FRIEDEWALD; RABB, 2004). 
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3.6 SACRIFÍCIO DOS ANIMAIS E COLETA DE SANGUE  

  

Ao término do período 4 semanas após a última imunização ou 6 semanas 

após a isquemia, os animais foram mantidos por 12 h em jejum, anestesiados 

(ketamina, 40 mg/kg i.p. e xilazina 6 mg/kg i.p.) e o sangue coletado pelo plexo 

oftálmico. O sacrifício foi realizado por sangria total.  

O sangue retirado foi centrifugado por 15 min a 14000 rpm para a obtenção do 

soro, que foi armazenado a – 70 oC para análises posteriores. 

 

 

3. 7 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

 

3.7.1 Triacilglieróis (TG) 

 

A concentração sorológica de TG foi determinada utilizando-se kit enzimático 

comercial (Triglicérides Liquiform, Labtest), de acordo com o método enzimático 

colorimétrico (FOSSATI, PRECIPE, 1982). Neste método, os triacilgliceróis do soro 

foram hidrolisados pela lipase lipoprotéica produzindo glicerol livre, que é fosforilado 

pela enzima glicerol quinase, cujo produto sofre a ação da glicerol-P-oxidase, a qual 

em presença de oxigênio, produz peróxido de hidrogênio. Este, sob a ação da 

peroxidase em presença de um reagente fenólico (p-clorofenol) e 4-aminoantipirina, 

produz um composto róseo-avermelhado (quinona), com máximo de absorção a 492 

nm (Reações 1-4). 

 

 

                                    LIPASE LIPOPROTEÍCA 

Triacilgliceróis                 Glicerol + Ácidos Graxos   (1) 
   
                                     GLICEROLQUINASE 

Glicerol + ATP   Glicerol-3-Fosfato + ADP   (2) 
                                  Mg 

+2
 

 
                                                        GLICEROL-3-FOSFATO OXIDASE  

Glicerol-3-Fosfato + O2                   Dihidroxiacetona + H2O2   (3) 
           
                                                                      PEROXIDASE 
2 H2O2 + 4 Aminoantipirina + 4-Clorofenol           Quinoneimina + 4 H2O   (4) 
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Este teste foi adaptado para realização em microplacas de 96 poços. Assim, a 

10 L de soro dos camundongos foi adicionado 200 L do reagente de cor. Após o 

período de incubação de 10 minutos a 37ºC, a absorbância foi lida a 500 nm em um 

leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus). A concentração 

de TG foi determinada através da curva padrão, que foi submetida ao mesmo 

procedimento de análise que as amostras. O padrão utilizado para a curva de 

calibração foi obtido junto ao kit comercial para determinação deste analito.   

  

  

3.7.2 Colesterol Total (CT) 

 

A concentração sorológica de colesterol total (CT) foi determinada de acordo 

com o método colesterol oxidase (ALLAIN et al., 1974), utilizando-se kit enzimático 

comercial (Colesterol Liquiform, Labtest). O método consiste na hidrólise dos ésteres 

de colesterol pela colesterol esterase, produzindo colesterol livre, o qual é oxidado a 

colest-4-en-3-ona com a produção simultânea de peróxido de hidrogênio. Este sofre 

ação da peroxidase em presença de fenol e 4-aminoantipirina produzindo um 

composto róseo-avermelhado (quinonimina) com máximo de absorção em 500nm 

(Reações 5-7). 

 
 
                                          COLESTEROL ESTERASE 

Ésteres de colesterol                              Colesterol + Ácidos graxos    (5) 
                           
                            COLESTEROL OXIDASE 

Colesterol + O2          Colest-4-en-3-ona + H2O2    (6) 
     
                                                                                 PEROXIDASE 

2H2O2 + Fenol + 4-Aminoantipirina           Antipirilquinonimina + 4H2O    (7) 
 

 

 

Esse teste foi adaptado para ser realizado em microplaca de 96 poços, sendo 

realizado como descrito acima para a determinação de TG. Assim, a 10 L de soro 

dos camundongos foi adicionado 200 L do reagente de cor. Após o período de 

incubação de 10 minutos a 37 ºC, a absorbância foi lida a 500 nm em um leitor de 

microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus). O mesmo procedimento foi 

feito com a curva de calibração. O padrão utilizado para a curva de calibração foi 

obtido junto ao kit comercial para determinação deste analito.  
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3.7.3 HDL 

 

As amostras foram tratadas com agente precipitante (Colesterol HDL, Labtest) 

para que os quilomicrons, VLDL e LDL fossem quantitativamente precipitados 

através do ácido fosfotúngstico e cloreto de magnésio. Após centrifugação, a fração 

HDL que permaneceu no sobrenadante foi determinada utilizando-se o kit utilizado 

para a concentração de colesterol total (FRIEDEWALD et al., 1972).  

 

 

3.7.4 LDL e VLDL 

 

A concentração sorológica de LDL e VLDL foi calculada utilizando a equação 

de Friedewald: 

Equação de Friedewald: 

LDL = CT - (HDL + VLDL), onde VLDL = TG/5 (1) 

  

 

3.8 DETERMINAÇÃO DE ANTICORPOS CONTRA oxLDL  

  

A detecção de anticorpos IgM, IgG, IgG1 e IgG2a contra oxLDL presentes nos 

soros dos animais foi analisada pelo método de ELISA modificado (DAMASCENO et 

al., 2001; KETELHUTH et al., 2008; ZARATIN et al., 2002). Placas de 96 poços 

(Costar®, cód. 3690) foram sensibilizadas com 50 L/poço de oxLDL humana (7,5 

g/mL) em tampão carbonato/bicarbonato, pH 9,4. As placas foram armazenadas a 

4 oC overnight. Após este período, foram lavadas quatro vezes com 100 L PBS e 

bloqueadas com 150 L de gelatina (Merck) (1%) diluída em PBS, por 2h a 

temperatura ambiente. Após nova etapa de quatro lavagens seqüenciais com PBS, 

amostras de soro diluídas a 1:200 (50 L) foram adicionadas aos poços e as placas 

mantidas por 2h a temperatura ambiente. Em seguida foram feitas 4 lavagens com 

100 L de em PBS/Tween 20. Nesta etapa diferentes anticorpos de cabra foram 

utilizados para a determinação dos diferentes tipos de anticorpos analisados. Para a 

análise de IgG foi utilizado o anticorpo de cabra conjugado com peroxidase anti-IgG 

de camundongo (KPL) (50L; 1:500) enquanto que para a determinação dos demais 
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anticorpos foram utilizados anticorpos de cabra biotinilado contra IgM, IgG1 e IgG2a 

(50L; 1:5000).  Após 1h de incubação, a temperatura ambiente, as placas foram 

novamente lavadas com PBS/Tween 20. Nos experimentos em que anticorpos 

biotinilados foram usados, foi adicionada estreptavidina conjugada com peroxidase 

(50L; 1:5000) e as placas permaneceram por 40 min a temperatura ambiente, 

seguida por nova etapa de lavagem. O substrato para enzima (75 L/poço; 250 mg 

de tetrametilbenzidina diluído em 50 mL de DMSO, 10 L de H2O2, 12 mL de tampão 

citrato, pH 5,5) foi adicionado e incubado por aproximadamente 5 min, a temperatura 

ambiente. Após 5 min, a reação foi parada com 25 L de 2,0 M de ácido sulfúrico. A 

leitura da densidade óptica foi realizada a 450 nm. 

Numa possível comparação entre as diferentes baterias de ensaios para 

determinação de anticorpos anti-oxLDL foi utilizado um controle interno (Pool de soro 

de camundongos) e um branco (usando PBS no lugar da amostra) em cada placa, 

dessa maneira os resultados são expressos através da absorbância (Abs) relativa 

(AR) calculada pela seguinte fórmula:  

 

AR =  ((Abs anticorpo)-(Abs branco))                 (2) 

                                     ((Abs controle interno)-(Abs branco))      

 

 

3.9 DETERMINAÇÃO DE ANTICORPOS CONTRA pepD 

 

Foram desenvolvidos, em nosso laboratório, diversos peptídeos sintéticos 

baseados na seqüência de aminoácidos da apoB. Estes foram selecionados de 

acordo com parâmetros conhecidos para a predição de peptídeos imunogênicos 

(CHEN; THOMAS; KEANEY, 1988): 

a) a presença de regiões anfipáticas;  

b) probabilidade da exposição da superfície da molécula em sua configuração 

terciária; 

c) presença de domínios na molécula que permite a ligação ao MHC; 

d) domínios relacionados com os receptores celulares de LDL; 
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e) acessibilidade da tripsina (onde a inabilidade da tripsina clivar sugeriria que 

este epítopo escondido somente é acessível em uma molécula apoB 

degradada); e, 

f) solubilidade na água (para melhorar a manipulação e imunização).  

Além disso, o potencial imunogênico dos peptídeos foi baseado na informação 

física sobre a molécula intacta da apoB, obtida de um banco de dados do específico 

(ExPASy Molecular Biology Server: www.expasy.ch) pela metodologia 

convencional. Vinte e cinco seqüências de peptídeos foram sintetizadas em fase 

contínua, cada uma com 18-25 resíduos de aminoácidos e com um grupo de amino 

na extremidade do C-terminal. Destas, uma chamada de pepD, foi selecionada após 

apresentar um bom potencial imunogênico para o uso em testes de ELISA. Esse 

peptídeo corresponde a uma das duas seqüências que constituem a região de 

ligação da LDL com o receptor de LDL nos macrófagos (BOSCHCOV et al., 2000).  

Sua obtenção é feita junto ao Professor Luiz Juliano do Departamento de Biofísica 

da UNIFESP, onde é sintetizado em fase sólida, sendo aminado na extremidade C-

terminal, usando-se a estratégia química FMOC (projeto concluído FAPESP n0 

99/00158-4).  

A determinação de anticorpos anti-pepD foi feita seguindo o mesmo protocolo 

usado para a determinação de anticorpos anti-oxLDL, entretanto as placas foram 

sensibilizadas utilizando 50 L/poço de pepD (1 g/mL) em tampão 

carbonato/bicarbonato, pH 9,4. 

 

 

3.10 AVALIAÇÃO DA LESÃO ATEROSCLERÓTICA 

 

 Ao final dos sacrifícios, os corações foram perfundidos com solução salina 

seguida de tampão de formalina 10% em PBS e em seguida removidos e mantidos 

em formaldeído 10% durante 24 h, seguido de banhos seqüenciais em 5%, 10% e 

25% de gelatina. O coração e a raiz da aorta foram processados e corados de 

acordo com a técnica descrita por Paigen et al., 1987. A quantificação de lipídeos 

marcados nas lesões da aorta foi realizada utilizando-se Image Pro Plus Software 

(versão 3) para análise de imagens (Media Cybernetics) (RUBIN et al., 1991).  

As análises das lesões foram feitas por um único observador sem acesso a 

identificação do material analisado. As áreas de lesões nas aortas foram expressas 
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como a soma das áreas presentes em 6 secções seqüenciais, com intervalos de 10 

m a 80 m, correspondendo a um comprimento de aorta de 480 m (CAZITA et al., 

2003). Os dados da área de lesão são expressos em m2 x 103. 

 

 

3.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão. Para 

comparação dos resultados nos diferentes grupos foi empregada Análise de 

Variância com um fator seguida por comparações múltiplas pelo método de Tukey 

para cada variável de interesse. O coeficiente de correlação de Pearson foi obtido 

em cada grupo estudado para avaliar a relação linear entre as diferentes variáveis. O 

nível de significância adotado foi 5% (p<0,05). Todos os processamentos foram 

realizados utilizando-se o programa GraphPad Prism, versão 5.  
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44  RREESSUULLTTAADDOOSS  



 

 
4. 1 INFLUÊNCIA DO ADJUVANTE DE FREUND INCOMPLETO E DA oxLDL EM 

ANIMAIS C57Bl/6 E apoE-/-  

 

4.1.1 Perfil Lipídico  

A fim de se avaliar a influência da imunização com oxLDL no modelo 

experimental de aterosclerose, o perfil lipídico e de anticorpos anti-oxLDL e anti-

pepD forma avaliados. 

Entre outras alterações fenotípicas, os animais apoE-/- apresentam altas 

concentrações sorológicas de TG, CT, LDL e VLDL (Figuras 8, 9, 11 e 12) e baixas 

HDL (Figura 10). Os índices de TG, CT e VLDL dos animais apoE-/- também diferem 

entre fêmeas e machos (Figuras 8, 9 e 11). Os animais C57Bl/6 fêmeas e machos 

não apresentam diferença entres estes índices sorológicos, mas diferem quanto a 

concentração sorológica de HDL (Figura 10).  

 

A imunização com e sem oxLDL não causa qualquer interferência no perfil 

lipídico dos animais C57Bl/6 e apoE-/- (Figuras 8-12). 
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Figura 8 – Influência do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunização com oxLDL na 

concentração sorológica de TG. Animais C57Bl/6 e apoE
-/-

, fêmeas e machos foram 

imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de veículo (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via subcutânea, seguido por 3 

reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via intraperitoneal, no 
intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunização, dois 
grupos de animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Para controle foram 
utilizados animais C57Bl/6 e apoE

-/-
 que não foram tratados com qualquer tipo de 

imunização (sem). A determinação de TG sorológico foi realizada por kit comercial. Os 
resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-
teste de Tukey. *p<0,05; **p< 0,001 e ***p<0,0001. 
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Figura 9 – Influência do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunização com oxLDL na 

concentração sorológica de colesterol total (CT). Animais C57Bl/6 e apoE
-/-

, fêmeas 

e machos foram imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de veículo 
(adjuvante de Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via subcutânea, 

seguido por 3 reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via 
intraperitoneal, no intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo 
de imunização, dois grupos de animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Para 
controle foram utilizados animais C57Bl/6 e apoE

-/-
 que não foram tratados com 

qualquer tipo de imunização (sem). A determinação de CT sorológico foi realizada por 
kit comercial. Os resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. 
ANOVA e pós-teste de Tukey. ***p<0,0001. 
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Figura 10 – Influência do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunização com oxLDL na 

concentração sorológica de HDL. Animais C57Bl/6  e  apoE
-/-

, fêmeas e machos 

foram imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de veículo 
(adjuvante de Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via subcutânea, 

seguido por 3 reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via 
intraperitoneal, no intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo 
de imunização, dois grupos de animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Para 
controle foram utilizados animais C57Bl/6 e apoE

-/-
 que não foram tratados com 

qualquer tipo de imunização (sem). A determinação de HDL sorológico foi realizada por 
kit comercial. Os resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. 
ANOVA e pós-teste de Tukey. *p<0,05; **p< 0,001 e ***p<0,0001. 
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Figura 11 – Influência do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunização com oxLDL na 

concentração sorológica de LDL.  Animais C57Bl/6  e apoE
-/-

, fêmeas e machos 

foram imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de veículo 
(adjuvante de Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via subcutânea, 

seguido por 3 reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via 
intraperitoneal, no intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo 
de imunização, dois grupos de animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Para 
controle foram utilizados animais C57Bl/6 e apoE

-/-
 que não foram tratados com 

qualquer tipo de imunização (sem). Os valores de LDL foram obtidos através da 
Equação de Friedewald. Os resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 
6-8 animais. ANOVA e pós-teste de Tukey. ***p<0,0001. 
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Figura 12 – Influência do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunização com oxLDL na 

concentração sorológica de VLDL. Animais C57Bl/6 e apoE
-/-

, fêmeas e machos 

foram imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de veículo 
(adjuvante de Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via subcutânea, 

seguido por 3 reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via 
intraperitoneal, no intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo 
de imunização, dois grupos de animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Para 
controle foram utilizados animais C57Bl/6 e apoE

-/-
 que não foram tratados com 

qualquer tipo de imunização (sem). Os valores de VLDL foram calculados. Os 
resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-
teste de Tukey. *p<0,05; **p< 0,001 e ***p<0,0001. 
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4.1.2 PERFIL DE ANTICORPOS ANTI-OXLDL  

O perfil de anticorpos anti-oxLDL estudado consta das classes IgM e IgG e das 

subclasses IgG1 e IgG2a. Este perfil de anticorpos anti-oxLDL não diferiu entre os 

animais C57Bl/6 e apoE-/-, nem entre os gêneros. Contudo, quando os animais são 

imunizados com oxLDL os títulos desses anticorpos aumentam independentes do 

tipo de animal ou do gênero. (Figuras 13-16). 

Na Figura 14, verifica-se um aumento dos anticorpos IgM anti-oxLDL na 

imunização apenas com FIA independente do tipo animal ou do gênero. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

53 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.0

0.5

1.0

1.5

C57Bl/6                           apoE-/-

FÊMEA      MACHO FÊMEA      MACHO

sem

FIA

oxLDL

***
***

*** ***

***
***

** **

******

Ig
M

 a
n

ti
-o

x
L

D
L

 (
A

R
)

 
Figura 13 – Influência do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunização com oxLDL nos índices 

anticorpos IgM anti-oxLDL. Animais C57Bl/6 e apoE
-/-

, fêmeas e machos foram 

imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de veículo (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via subcutânea, seguido por 3 

reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via intraperitoneal, no intervalo 
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunização, dois grupos de 
animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Para controle foram utilizados animais 
C57Bl/6 e apoE

-/-
 que não foram tratados com qualquer tipo de imunização (sem). Os 

níveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados são expressos pela média 
± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-teste de Tukey. **p< 0,001 e 
***p<0,0001. 
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Figura 14 – Influência do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunização com oxLDL nos índices 

anticorpos IgG anti-oxLDL. Animais C57Bl/6 e apoE
-/-

, fêmeas e machos foram 

imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de veículo (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via subcutânea, seguido por 3 

reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via intraperitoneal, no intervalo 
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunização, dois grupos de 
animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Para controle foram utilizados animais 
C57Bl/6 e apoE

-/-
 que não foram tratados com qualquer tipo de imunização (sem). Os 

níveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados são expressos pela média 
± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-teste de Tukey. ***p<0,0001. 
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Figura 15 – Influência do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunização com oxLDL nos índices 

anticorpos IgG1 anti-oxLDL. Animais C57Bl/6 e apoE
-/-

, fêmeas e machos foram 

imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de veículo (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via subcutânea, seguido por 3 

reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via intraperitoneal, no intervalo 
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunização, dois grupos de 
animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Para controle foram utilizados animais 
C57Bl/6 e apoE

-/-
 que não foram tratados com qualquer tipo de imunização (sem). Os 

níveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados são expressos pela média 
± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-teste de Tukey.  ***p<0,0001.  
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Figura 16 – Influência do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunização com oxLDL nos índices 

anticorpos IgG2a anti-oxLDL. Animais C57Bl/6 e apoE
-/-

, fêmeas e machos foram 

imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de veículo (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via subcutânea, seguido por 3 

reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via intraperitoneal, no intervalo 
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunização, dois grupos de 
animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Para controle foram utilizados animais 
C57Bl/6 e apoE

-/-
 que não foram tratados com qualquer tipo de imunização (sem). Os 

níveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados são expressos pela média 
± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-teste de Tukey. ***p<0,0001 
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4.1.3 Perfil de anticorpos anti-pepD  

A imunização com oxLDL estimula a produção de anticorpos IgM anti-pepD 

somente nos animais C57Bl/6 e não nos animais apoE-/- (Figura 17), enquanto a 

produção de anticorpos IgG (Figura 18) e IgG1 anti-pepD (Figura 19) é estimulada 

nos dois tipos de animais. Os títulos de anticorpos IgG2a anti-pepD não são 

influenciados pela imunização com oxLDL (Figura 20). O FIA não causa alteração 

significativa dos títulos de anticorpos anti-pepD das classes e subclasses estudadas 

(Figuras 17-20). 

O gênero e o tipo de animal não interferem nos títulos destes anticorpos 

(Figuras 17-20). 
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Figura 17 – Influência do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunização com oxLDL nos índices 
anticorpos IgM anti-pepD. Animais C57Bl/6 e apoE

-/-
, fêmeas e machos foram 

imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de veículo (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via subcutânea, seguido por 3 

reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via intraperitoneal, no intervalo 
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunização, dois grupos de 
animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Para controle foram utilizados animais 
C57Bl/6 e apoE

-/-
 que não foram tratados com qualquer tipo de imunização (sem). Os 

níveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados são expressos pela média 
± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-teste de Tukey. *p< 0,05 e **p<0,001. 
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Figura 18 – Influência do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunização com oxLDL nos índices 

anticorpos IgG anti-pepD. Animais C57Bl/6 e apoE
-/-

, fêmeas e machos foram 

imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de veículo (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via subcutânea, seguido por 3 

reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via intraperitoneal, no intervalo 
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunização, dois grupos de 
animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Para controle foram utilizados animais 
C57Bl/6 e apoE

-/-
 que não foram tratados com qualquer tipo de imunização (sem). Os 

níveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados são expressos pela média 
± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-teste de Tukey. *p< 0,05 e **p<0,001. 
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Figura 19 – Influência do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunização com oxLDL nos índices 

anticorpos IgG1 anti-pepD. Animais C57Bl/6 e apoE
-/-

, fêmeas e machos foram 

imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de veículo (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via subcutânea, seguido por 3 

reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via intraperitoneal, no intervalo 
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunização, dois grupos de 
animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Para controle foram utilizados animais 
C57Bl/6 e apoE

-/-
 que não foram tratados com qualquer tipo de imunização (sem). Os 

níveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados são expressos pela média 
± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-teste de Tukey.  ***p<0,0001.  
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Figura 20 – Influência do Adjuvante de Freund (FIA) e da imunização com oxLDL nos índices 

anticorpos IgG2a anti-pepD. Animais C57Bl/6 e apoE
-/-

, fêmeas e machos foram 

imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de veículo (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via subcutânea, seguido por 3 

reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via intraperitoneal, no intervalo 
15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunização, dois grupos de 
animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Para controle foram utilizados animais 
C57Bl/6 e apoE

-/-
 que não foram tratados com qualquer tipo de imunização (sem). Os 

níveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os resultados são expressos pela média 
± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-teste de Tukey. ns. 
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4.1.4 Lesão aterosclerótica 

Como os animais C57Bl/6 são resistentes a lesão aterosclerótica, na Figura 21 

tem-se os resultados das lesões dos animais apoE-/- tratados com FIA e oxLDL. Não 

foi observada uma diminuição estatisticamente significativa nos apoE-/- que 

receberam oxLDL em relação aos que receberam apenas FIA. Na Figura 22 temos 

uma foto representativa da lesão aterosclerótica dos camundongos apoE-/- que 

receberam FIA (A) ou oxLDL (B). 
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Figura 21 – Influência da imunização com oxLDL na lesão aterosclerótica Animais apoE
-/-

, 

fêmeas e machos foram imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de 
veículo (adjuvante de Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via 

subcutânea, seguido por 3 reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via 
intraperitoneal, no intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo 
de imunização, dois grupos de animais receberam o veículo em antígeno (FIA). A 
quantificação de lipídeos marcados nas lesões da aorta é realizada através do Image 
Pro Plus Software (versão 3) para análise de imagens (Media Cybernetics). As áreas 
de lesões nas aortas são expressas como a soma das áreas presentes em 6 secções 

seqüenciais, com intervalos de 10m a 80m, correspondendo a um comprimento de 

aorta de 480µm. Os dados da área de lesão são expressos em media ± EP (m
2
 x 10

3
). 

Os resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e 
pós-teste de Tukey. ns. 
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Figura 22 – Lesão aterosclerótica em animais apoE

-/-
.  Animais apoE

-/-
, fêmeas e machos foram 

imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de veículo (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via subcutânea, seguido por 3 

reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via intraperitoneal, no 
intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo de imunização, dois 
grupos de animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Coloração por oil red 
realizada de acordo com a técnica descrita por Paigen et al., 1987. As imagens são 
representativas dos grupos fêmea FIA (A)e macho oxLDL (B). A. Aumento 20x B. 
Aumento 10x.  
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4. 2 INFLUÊNCIA DA ISQUEMIA E REPERFUSÃO RENAL UNILATERAL (I/R) EM 

ANIMAIS C57BL/6 E EM ANIMAIS apoE-/-  IMUNIZADOS OU NÃO COM oxLDL 

 

Após o sacrifício os rins dos animais foram retirados para a análise de 

tamanho. Todos os animais que foram submetidos a I/R apresentaram o rim 

isquemiado menor que o rim contralateral enquanto que os rins dos animais que não 

foram submetidos a procedimento cirúrgico e os SHAM possuíam tamanhos iguais. 

Na figura 23 imagens representativas dos rins dos animais SHAM e I/R são 

apresentadas. 
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Figura 23 – Rim de animais isquemiados e de animais sham.  Machos C57Bl/6 e apoE
-/-

 foram 
submetidos a procedimento cirúrgico no qual houve a isquemia renal unilateral por 60 
min (I/R). Para controle deste procedimento, outros animais sofreram apenas o 
procedimento cirúrgico sem que sofressem I/R (SHAM). As imagens são representativas 
dos grupos SHAM (A) e I/R (B). 
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4.2.1 Perfil Lipídico  

Como visto anteriormente animais apoE-/- possuem maiores concentrações 

sorológicas de TG, CT LDL e VLDL e menores concentrações sorológicas de HDL 

que camundongos C57Bl/6 (Figuras 24, 25, 27 e 29). A concentração de CT não é 

influenciada pelo procedimento cirúrgico nem pela I/R (Figura 25). No entanto, o 

procedimento cirúrgico leva a diminuição da concentração sorológica de HDL em 

animais C57Bl/6 não imunizados com oxLDL (Figura 26) e diminuição da 

concentração sorológica de LDL em animais apoE-/- imunizados (Figura 27).  

Nas Figuras 24 e 28 observa-se que: animais apoE-/- tem maiores 

concentrações de TG e VLDL do que os animais C57Bl/6,  a imunização aumenta a 

concentração desses lípides em animais C57Bl/6 SHAM e apoE-/- SHAM e I/R, o 

processo cirúrgico causa aumento das concentrações de TG e VLDL nos animais 

imunizados, enquanto que diminui os níveis desses lípides nos camundongos apoE-/- 

não imunizados. 
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Figura 24 – Influência da isquemia renal unilateral (I/R) nos índices sorológicos de TG em 

camundongos C57Bl/6 e apoE
-/-

 imunizados ou não com oxLDL. Machos C57Bl/6 e 
apoE

-/-
 que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente uma dose 

de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de Freund incompleto – FIA – 

emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforços de 25 g/mL de 

oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles. 
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirúrgico no qual houve a 
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros 
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle, 
outros animais não sofreram qualquer procedimento cirúrgico (SEM TRATAMENTO). 
Os animais que não receberam qualquer forma de imunização (sem) foram usados 
apenas como controle. A determinação de TG sorológico foi realizada por kit comercial. 
Os resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e 
pós-teste de Tukey. *p<0,05; **p< 0,001 e ***p<0,0001. 
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Figura 25 – Influência da isquemia renal unilateral (I/R) nos índices sorológicos de colesterol 

total (CT) em camundongos C57Bl/6 e apoE
-/-

 imunizados ou não com oxLDL.  
Machos C57Bl/6 e apoE

-/-
 que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam 

primeiramente uma dose de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 

reforços de 25 g/mL de oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no intervalo 
15 dias entre eles. Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirúrgico no qual 
houve a isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, 
outros animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para 
controle, outros animais não sofreram qualquer procedimento cirúrgico (SEM 
TRATAMENTO).  Os animais que não receberam qualquer forma de imunização (sem) 
foram usados apenas como controle. A determinação de CT sorológico foi realizada por 
kit comercial. Os resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. 
ANOVA e pós-teste de Tukey. *p<0,05 e ***p<0,0001. 
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Figura 26 – Influência da isquemia renal unilateral (I/R) nos índices sorológicos de HDL em 

camundongos C57Bl/6 e apoE
-/-

 imunizados ou não com oxLDL. Machos C57Bl/6 e 
apoE

-/-
 que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente uma dose 

de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de Freund incompleto – FIA – 

emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforços de 25 g/mL de 

oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles. 
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirúrgico no qual houve a 
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros 
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle, 
outros animais não sofreram qualquer procedimento cirúrgico (SEM TRATAMENTO). 
Os animais que não receberam qualquer forma de imunização (sem) foram usados 
apenas como controle. A determinação de HDL sorológico foi realizada por kit 
comercial. Os resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. 
ANOVA e pós-teste de Tukey. *p<0,05; **p< 0,001 e ***p<0,0001. 
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Figura 27 – Influência da isquemia renal unilateral (I/R) nos índices sorológicos de LDL em 

camundongos C57Bl/6 e apoE
-/-

 imunizados ou não com oxLDL. Machos C57Bl/6 e 
apoE

-/-
 que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente uma dose 

de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de Freund incompleto – FIA – 

emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforços de 25 g/mL de 

oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles. 
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirúrgico no qual houve a 
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros 
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle, 
outros animais não sofreram qualquer procedimento cirúrgico (SEM TRATAMENTO). 
Os animais que não receberam qualquer forma de imunização (sem) foram usados 
apenas como controle. Os valores de LDL foram obtidos através da Equação de 
Friedewald. Os resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. 
ANOVA e pós-teste de Tukey. *p<0,05; **p< 0,001 e ***p<0,0001. 
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Figura 28 – Influência da isquemia renal unilateral (I/R) nos índices sorológicos de VLDL em 

camundongos C57Bl/6 e apoE
-/-

 imunizados ou não com oxLDL. Machos C57Bl/6 e 
apoE

-/-
 que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente uma dose 

de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de Freund incompleto – FIA – 

emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforços de 25 g/mL de 

oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles. 
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirúrgico no qual houve a 
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros 
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle, 
outros animais não sofreram qualquer procedimento cirúrgico (SEM TRATAMENTO).  
Os animais que não receberam qualquer forma de imunização (sem) foram usados 
apenas como controle. Os valores de VLDL foram calculados.Os resultados são 
expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-teste de Tukey. 
**p< 0,001 e ***p<0,0001. 
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4.2.2 Perfil de Anticorpos anti-oxLDL  
 

Como relatado anteriormente a imunização com oxLDL aumenta os títulos de 

anticorpos IgM, IgG, IgG1 e IgG2a (Figuras 29-32). No entanto, o ato cirúrgico não 

influencia os títulos dos anticorpos IgM, IgG1 e IgG2a anti-oxLDL. (Figuras 29, 31 e 

32) O título de anticorpos IgG anti-oxLDL aumenta após a I/R nos animais sem 

imunização, contudo, nos animais C57Bl/6 esse aumento também foi observado nos 

animais SHAM. 
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Figura 29 – Influência da isquemia renal unilateral (I/R) nos índices de anticorpos IgM anti-

oxLDL em camundongos C57Bl/6 e apoE
-/-

 imunizados ou não com oxLDL. 
Machos C57Bl/6 e apoE

-/-
 que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam 

primeiramente uma dose de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 

reforços de 25 g/mL de oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no 
intervalo 15 dias entre eles. Alguns de animais foram submetidos a procedimento 
cirúrgico no qual houve a isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste 
procedimento, outros animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R 
(SHAM). Para controle, outros animais não sofreram qualquer procedimento cirúrgico 
(SEM TRATAMENTO). Os animais que não receberam qualquer forma de imunização 
(sem) foram usados apenas como controle.  Os níveis de anticorpos foram avaliados 
por ELISA. Os resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. 
ANOVA e pós-teste de Tukey. ***p<0,0001. 
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Figura 30 – Influência da isquemia renal unilateral (I/R) nos índices de anticorpos IgG anti-

oxLDL em camundongos C57Bl/6 e apoE
-/-

 imunizados ou não com oxLDL. 
Machos C57Bl/6 e apoE

-/-
 que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam 

primeiramente uma dose de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 

reforços de 25 g/mL de oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no 
intervalo 15 dias entre eles. Alguns de animais foram submetidos a procedimento 
cirúrgico no qual houve a isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste 
procedimento, outros animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R 
(SHAM). Para controle, outros animais não sofreram qualquer procedimento cirúrgico 
(SEM TRATAMENTO).  Os animais que não receberam qualquer forma de imunização 
(sem) foram usados apenas como controle.  Os níveis de anticorpos foram avaliados 
por ELISA. Os resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. 
ANOVA e pós-teste de Tukey. **p<0,001 e ***p<0,0001. 
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Figura 31 – Influência da isquemia renal unilateral (I/R) nos índices de anticorpos IgG1 anti-

oxLDL em camundongos C57Bl/6 e apoE
-/-

 imunizados ou não com oxLDL. 
Machos C57Bl/6 e apoE

-/-
 que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam 

primeiramente uma dose de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 

reforços de 25 g/mL de oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no 
intervalo 15 dias entre eles. Alguns de animais foram submetidos a procedimento 
cirúrgico no qual houve a isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste 
procedimento, outros animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R 
(SHAM). Para controle, outros animais não sofreram qualquer procedimento cirúrgico 
(SEM TRATAMENTO).  Os animais que não receberam qualquer forma de imunização 
(sem) foram usados apenas como controle.  Os níveis de anticorpos foram avaliados 
por ELISA. Os resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. 
ANOVA e pós-teste de Tukey. ***p<0,0001. 
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Figura 32 – Influência da isquemia renal unilateral (I/R) nos índices de anticorpos IgG2a anti-

oxLDL em camundongos C57Bl/6 e apoE
-/-

 imunizados ou não com oxLDL. 
Machos C57Bl/6 e apoE

-/-
 que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam 

primeiramente uma dose de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de 
Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 

reforços de 25 g/mL de oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no 
intervalo 15 dias entre eles. Alguns de animais foram submetidos a procedimento 
cirúrgico no qual houve a isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste 
procedimento, outros animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R 
(SHAM). Para controle, outros animais não sofreram qualquer procedimento cirúrgico 
(SEM TRATAMENTO).  Os animais que não receberam qualquer forma de imunização 
(sem) foram usados apenas como controle.  Os níveis de anticorpos foram avaliados 
por ELISA. Os resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. 

ANOVA e pós-teste de Tukey. ***p<0,0001. 
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4.2.3 Perfil de anticorpos anti-pepD 

Nas Figuras 33-35, verifica-se que a imunização com oxLDL estimula a 

produção de anticorpos IgM, IgG e IgG1 anti-pepD, porém não estimula a produção 

de anticorpos anti-pepD da subclasse IgG2a. Em camundongos apoE-/- não 

imunizados com oxLDL o ato cirúrgico promove o aumento de anticorpos IgG anti-

pepD (Figura 34) e diminuição dos anticorpos IgG2a (Figura 36), independente da 

I/R.    
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Figura 33 – Influência da isquemia renal unilateral (I/R) nos índices de anticorpos IgM anti-

pepD em camundongos C57Bl/6 e apoE
-/-

 imunizados ou não com oxLDL. Machos 
C57Bl/6 e apoE

-/-
 que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente 

uma dose de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de Freund incompleto 

– FIA – emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforços de 25 g/mL 

de oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles. 
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirúrgico no qual houve a 
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros 
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle, 
outros animais não sofreram qualquer procedimento cirúrgico (SEM TRATAMENTO). 
Os animais que não receberam qualquer forma de imunização (sem) foram usados 
apenas como controle. Os níveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os 
resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-
teste de Tukey. ***p<0,0001.  
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Figura 34 – Influência da isquemia renal unilateral (I/R) nos índices de anticorpos IgG anti-pepD 

em camundongos C57Bl/6 e apoE
-/-

 imunizados ou não com oxLDL. Machos 
C57Bl/6 e apoE

-/-
 que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente 

uma dose de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de Freund incompleto 

– FIA – emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforços de 25 g/mL 

de oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles. 
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirúrgico no qual houve a 
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros 
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle, 
outros animais não sofreram qualquer procedimento cirúrgico (SEM TRATAMENTO). 
Os animais que não receberam qualquer forma de imunização (sem) foram usados 
apenas como controle.  Os níveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os 
resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-
teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,001 e*** p< 0,0001. 
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Figura 35 – Influência da isquemia renal unilateral (I/R) nos índices de anticorpos IgG1 anti-

pepD em camundongos C57Bl/6 e apoE
-/-

 imunizados ou não com oxLDL. Machos 
C57Bl/6 e apoE

-/-
 que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente 

uma dose de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de Freund incompleto 

– FIA – emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforços de 25 g/mL 

de oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles. 
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirúrgico no qual houve a 
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros 
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle, 
outros animais não sofreram qualquer procedimento cirúrgico (SEM TRATAMENTO).  
Os animais que não receberam qualquer forma de imunização (sem) foram usados 
apenas como controle.  Os níveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os 
resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-
teste de Tukey. *** p< 0,0001.  
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Figura 36 – Influência da isquemia renal unilateral (I/R) nos índices de anticorpos IgG2a anti-

pepD em camundongos C57Bl/6 e apoE
-/-

 imunizados ou não com oxLDL. Machos 
C57Bl/6 e apoE

-/-
 que foram imunizados com oxLDL (oxLDL) receberam primeiramente 

uma dose de 50g/mL de oxLDL em 100 L veículo  (adjuvante de Freund incompleto 

– FIA – emulsificado com PBS) subcutaneamente, seguido por 3 reforços de 25 g/mL 

de oxLDL em 100 L de veículo  intraperitonealmente, no intervalo 15 dias entre eles. 
Alguns de animais foram submetidos a procedimento cirúrgico no qual houve a 
isquemia renal unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros 
animais sofreram apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle, 
outros animais não sofreram qualquer procedimento cirúrgico (SEM TRATAMENTO). 
Os animais que não receberam qualquer forma de imunização (sem) foram usados 
apenas como controle.  Os níveis de anticorpos foram avaliados por ELISA. Os 
resultados são expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-
teste de Tukey. *** p< 0,0001. 
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4.2.4 Lesão aterosclerótica 

 

Na Figura 37 são apresentadas as médias das lesões ateroscleróticas dos 

animais  apoE-/- que sofreram I/R sem prévia imunização e dos camundongos que 

receberam oxLDL sem tratamento cirúrgico posterior. Como pode ser observado 

nessa figura a I/R não interfere no tamanho da lesão aterosclerótica em comparação 

com os animais SHAM. 
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Figura 37 – Influência da imunização com oxLDL na lesão aterosclerótica Animais apoE

-/-
, 

fêmeas e machos foram imunizados inicialmente com 50g/mL de oxLDL em 100 L de 
veículo (adjuvante de Freund incompleto – FIA – emulsificado com PBS) por via 

subcutânea, seguido por 3 reforços de 25g/mL de oxLDL em 100 L de veículo por via 
intraperitoneal, no intervalo 15 dias entre eles (oxLDL). Seguindo o mesmo protocolo 
de imunização, dois grupos de animais receberam o veículo em antígeno (FIA). Alguns 
de animais foram submetidos a procedimento cirúrgico no qual houve a isquemia renal 
unilateral por 60 min (I/R). Para controle deste procedimento, outros animais sofreram 
apenas a cirurgia sem que sofressem I/R (SHAM). Para controle, outros animais não 
sofreram qualquer procedimento cirúrgico (SEM TRATAMENTO).  A quantificação de 
lipídeos marcados nas lesões da aorta é realizada através do Image Pro Plus Software 
(versão 3) para análise de imagens (Media Cybernetics). As áreas de lesões nas aortas 
são expressas como a soma das áreas presentes em 6 secções seqüenciais, com 

intervalos de 10m a 80m, correspondendo a um comprimento de aorta de 480µm. Os 

dados da área de lesão são expressos em media ± EP (m
2
 x 10

3
). Os resultados são 

expressos pela média ± EP dos grupos de 6-8 animais. ANOVA e pós-teste de Tukey. 
ns. 
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A aterosclerose é uma doença de etiologia multifatorial e os mecanismos 

implicados em sua gênese ainda não são completamente esclarecidos, tornando, 

dessa forma, a sua terapêutica bastante complexa. Diversos estudos mostram a 

participação do sistema imune na progressão dessa patologia. (LUSIS, 2000). Nesse 

contexto, muitos grupos de pesquisa têm trabalhado com a manipulação do sistema 

imune a fim de se obter respostas a respeito de seu mecanismo bem como obter 

possíveis alvos para tratamento dessa patologia. (HULTHE et al., 2001; SHOJI et al., 

2000). 

A apoE é uma apo que atua como ligante para receptores de LDL e para 

receptores de quilomicrons remanescentes. A deficiência de apoE causa  uma 

ineficiente remoção de quilomícrons e de IDL da circulação, resultando em 

hipercolesterolemia. Camundongo apoE-/- é um modelo de aterosclerose e 

hiperlipidemia amplamente citado na literatura (PORTUGAL et al., 2004; PELUZIO et 

al., 2003; PELUZIO et al., 2001). Eles desenvolvem lesões ateroscleróticas similares 

às humanas, progredindo de estrias gordurosas a placas fibro-gordurosas e a lesões 

avançadas (PIEDRAHITA et al., 1992; PLUMP et al., 1992). Escolhemos este 

modelo experimental por desenvolver lesões ateroscleróticas espontaneamente sem 

a necessidade de dieta rica em colesterol (BRESLOW, et al.,  1996).  

Uma das características desse modelo são altas concentrações de VLDL. Por 

isso, um dos parâmetros avaliados neste estudo foi o perfil lipídico.  Confirmando 

esses dados da literatura, em nosso estudo, os animais apoE-/- apresentaram 

maiores níveis de TG, CT, LDL e VLDL e menores concentrações de HDL em 

relação aos índices dos animais C57Bl/6. 

As diferenças na manifestação de doenças cardiovasculares relacionada ao 

gênero estão bem estabelecidas em humanos (CANTO et al.,  2007; SHAW et al., 

2006). Em animais, Korstanje et al. (2004) mostraram que a diferença entre os 

gêneros afeta os níveis de HDL.  Nossos dados mostram que o gênero interfere não 

apenas nas concentrações de HDL, mas também nas de TG, CT e VLDL, entretanto 

não afeta os níveis de LDL. Paigen et al. (1987) demostraram que em modelo 

experimental de aterosclerose, especialmente em animais de background C57Bl/6, 

as fêmeas desenvolvem mais lesões ateroscleróticas que os machos. Todavia, 

nossos dados não apresentaram diferença estatística entre as lesões de fêmeas e 

machos.  
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Os adjuvantes atuam de diversas maneiras durante a imunização. Uma delas é 

modular a resposta imune, deslocando-a para os diferentes tipos de resposta. Além 

disso, como muitas doenças inflamatórias, o balanço entre a resposta Th1 e Th2 

influencia a progressão da aterosclerose. Baseando-se nessa premicia, alguns 

grupos tem estudado o efeito dos adjuvantes na imunização contra a atersoclerose. 

Dados na literatura sugerem que o uso de  FIA pode deslocar a resposta imune para 

um perfirl Th2 (NILSSON; HANSSON; SHAH, 2005) e, consequentemente, levar a 

efeito ateroprotetor (KHALLOU-LASCHET et al., 2006), visto que a aterosclerose 

tem uma resposta, predominantemente, de perfil Th1.  

O balanço de citocinas Th1/Th2 interfere na subclasse de anticorpo a ser 

formado. Assim, quando esse balanço pende para a resposta Th2, a produção da 

subclasse IgG1 deve aumentar. No entanto, não observamos aumento de nenhuma 

das classe de anticorpos específicos para oxLDL ou para pepD ao estimularmos os 

animias apenas com FIA.  

A presença de diversos antígenos na placa aterosclerótica que compartilham 

epítopos com (MDA)-LDL, MDA-VLDL e cardiolipina oxidada, levam muitos grupos a  

estudarem os efeitos anti-aterogênicos da imunização com tais antígenos. 

Levandonos a crer que o aumento de anticorpos anti-oxLDL é o responsável por 

este efeito (ZHOU et al., 2001; GEORGE et al., 1998, FREIGANG et al., 1998).  

Gidlund et al. (1996) demostram que os auto-anticorpos contra mLDL reagem 

não apenas contra antígenos de natureza lipídica, mas também contra a parte 

protéica da LDL, sugerindo uma importante resposta imune humoral contra a apoB.  

Em nosso laboratório, estudamos a presença de anticorpos contra um  

peptídeo derivado da apoB, o pepD.  Acreditamos que na LDL ele esteja na parte 

interna e ao ser oxiada este peptídeo seja exposto. Sabemos que o pepD é 

imunodominante além de promiscuo e xenoreativo, pois reage com anticorpos de 

camundongo com vários haplótipos  (CAZITA et al., 2003), humano (MANGUEIRA et 

al., 2003; MEDEIROS et al., 2004; UINT et al., 2004) e também de vaca (GIDLUND 

et al., 2004). Esses trabalhos sugerem ainda que anticorpos anti-pepD são 

naturalmente formados. 

 Outro foco de investigação tem sido a caracterização das classes e subclasses 

dos anticorpos envolvidos na aterosclerose.  

Como em muitas doenças inflamatórias o balanço entre a resposta Th1 e 

Th2 influencia a progressão da aterosclerose bem como nas subclasses de 
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anticorpos contra os antígenos específicos da doença. Na aterosclerose 

encontramos citocinas que promovem uma resposta, predominantemente, do 

tipo Th1,. Não obstante, quando se analisa as subclasses de IgG anti-oxLDL 

em modelos murinos tipicamente Th1 (C57Bl/6) a subclasse IgG2a apresenta 

título maior que a subclasse IgG1 (SCHULTE et al., 2008). 

Baseados neste contexto analisamos o perfil de anticorpos anti-oxLDL e 

anti-pepD. Os anticorpos IgM e IgG específicos para oxLDL aumentaram com 

a imunização. O FIA per si pode causar o aumento de anticorpos IgM anti-

oxLDL apenas em camundongos apoE-/-, sugerindo que o adjuvante apenas 

esteja reforçando a resposta imune primária.  

No atual estudo observamos que a imunização com não estimula aumento 

de IgM nos animais apoE-/-, o que nos leva a crer que estes animais já terem 

tido contato com este antígeno, e devam ter naturalmente oxLDL.  

Os anticorpos IgG contra esse antígeno é estimulada com a imunização, 

bem como a produção das subclasses IgG1 e IgG2a.  

Todavia, a produção de anticorpos IgM anti-pepD é estimulada apenas 

nos animais C57Bl/6. Este dado reforça a nossa hipótese de que os animais 

apoE-/- já possuam oxLDL e, portanto, a resposta a este antígeno não deva se 

tratar de uma resposta primária, diferentemente dos animais C57Bl/6.  

Ao analisarmos as subclasses de IgG anti-pepD temos que somente a 

produção de IgG1 foi estimulada com a imunização com oxLDL. Uma possível 

explicação para isso é o fato de o FIA estimular o sistema imune para uma 

resposta tipo Th1, e, por coseguinte, estimular a produção desta subclasse. 

Esses anticorpos podem ter efeito ateroprotetor. Não obstante, não 

conseguimos comprovar esse efeito pois o número amostral para o 

experimento de avaliação da lesão aterosclerótica não foi suficiente.  

Essa diferença de estímulo da produção das subclasses de IgG anti-

oxLDL e anti-pepD pode ser explicada pelo fato de a oxLDL ser um pool de 

diferentes antígenos, enquanto que o pepD se trata de um único antígeno.   

Muitas evidências se têm do efeito da aterosclerose na função renal 

(MEYRIER et al., 1998; TEXTOR, 2004; BAGGIO et al., 2001) bem como da 

doença renal na aterogênese (SIEMS et al.,2002).  A fim de se estudar a 

interação entre essas doenças, lançamos mão do uso de camundongos apoE-/- 
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(modelo experimental para aterosclerose) e do modelo de isquemia e 

reperfusão renal unilateral (modelo de doença renal crônica).  

Sabe-se que o retorno do fluxo sanguíneo renal após a lesão de isquemia leva 

a um desencadeamento de eventos inflamatórios (MOLITORIS, 1991) com 

conseqüente secreção de citocinas pro-inflatórias.  

Dentre estas citocinas destacamos a IL-6, pois induz a produção de proteínas 

de fase aguda no fígado (HEINRICH et al., 1990). A IL-6 pode afetar o clearance 

e/ou a produção de triacilgliceróis e, portanto, induzir hipertrigliceridemia 

(FEINGOLD; GRUNFELD 1992; NONOGAKI et al.,  1995).  Isto sustenta nosso 

achado: animais submetidos a I/R apresentaram maiores concentrações de TG do 

que os animais que não sofreram processo cirúrgico. 

Durante o processo inflamatório renal ocorre a produção de espécies reativas 

de oxigênio (MOLITORIS, 1991). Essas espécies podem contribuir para o 

desenvolvimento de uma série de complicações como múltiplas disfunções 

orgânicas ou ateroscleroses (TEXTOR, 2004; PARKE et al., 2003).  

 Geralmente durante o estresse oxidativo há, nas paredes dos vasos, formação 

de oxLDL (HÖRKKÖ et al., 2000; SHOENFELD et al., 2000). Alguns estudos têm 

mostrado a presença de oxLDL no tecido renal após isquemia usando técnica de 

imunofluorescencia (KULAH et al., 2007). Essas evidências do aumento de oxLDL 

após o proceso de isquemia levam-nos a inferir que ocorra aumento da oxLDL 

plasmática e, consequentemente, aumento do título dos anticorpos anti-oxLDL. Não 

obstante, esse aumento de oxLDL deve ser suficiente para induzir a formação de 

anticorpos da classe IgG em animais que sofreram I/R. Em animais imunizados não 

se pode observar essa influência da I/R pois a imunização produz um maior estímulo 

da produção de IgG anti-oxLDL. Nos animais apoE-/-, por possuírem maiores 

concentrações de LDL, o processo inflamatório decorrente do procedimento cirúrgico 

oxida maior quantidade de LDL, aumentando a quantidade de pepD e, 

consequentemente, de anticorpos IgG anti-pepD. 

  

 

 

 

 

 

90 



 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

66  CCOONNCCLLUUSSÃÃOO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Muito se especula a respeito dos anticorpos na aterosclerose. Sugere-se 

que seu efeito ateroprotetor deve-se principalmente a classe ou subclasse a 

qual ele pertence (SCHIOPU et al., 2004).  

Concluímos que a imunização com oxLDL aumenta as classes e subclasses 

dos anticorpos anti-oxLDL estudas, porém aumenta apenas os anticorpos IgG e IgG1 

anti-pepD. Por termos tido um pequeno número de animais para análise das lesões 

ateroscleróticas não podemos dizer qual a correlação destes anticorpos com a 

aterogênese.  

Além disso, concluímos também, que a I/R pode agravar os fatores promotores 

da aterosclerose, sendo que a imunização com oxLDL não é capaz de reverter estes 

efeitos pro-aterogênicos. 
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