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RESUMO

A aterosclerose, atualmente, representa a doenca com maior indice de mortalida-
de total nos paises ocidentais e também no Brasil. Mais recentemente, observou-se
que os radicais livres participam como importantes intermedidrios na formacao do
quadro aterosclerdtico através do fenomeno conhecido como “estresse oxidativo”. Fi-
siologicamente, a prote¢do contra o estresse oxidativo € realizada por um complexo
sistema de moléculas antioxidantes, grande parte derivadas da dieta. Assim, 0s obje-
tivos do presente trabalho foram verificar o envolvimento de radicais livres na instala-
¢ao de placas de aterosclerose em coelhos submetidos a indugao de aterosclerose pela
ingestao de dieta rica em colesterol e verificar o potencial beneficio do uso de vitami-
nas antioxidantes adicionadas a dieta na prevencao da instalagao de placas de ateroma
nestes animais. Foram utilizados 26 coelhos machos da raga Nova Zelandia, divididos
em trés grupos: os animais dos grupos B e C foram submetidos inducao da
aterosclerose por ingestdo de dieta rica em colesterol pelo periodo de dez semanas.
Simultaneamente a indugao da aterosclerose, os animais do grupo C foram tratados
com vitaminas antioxidantes. Simultaneamente, os animais do grupo A receberam
apenas ragao normal. Foram avaliados o perfil lipidico e os niveis de malondialdeido
dos animais, sendo que os animais dos grupos B e C apresentaram elevados niveis de
colesterol total, LDL-colesterol e MDA, Embora os niveis apresentados para os animais
do grupo C sejam menores que para os animais do grupo B. Estes dados sugerem que
os radicais livres participem do processo patoldgico da aterosclerose e que o uso nu-
tricional de vitaminas antioxidantes possa retardar este processo.

ABSTRACT

Nowadays, atherosclerosis is the higher mortality index disease in western coun-
tries and in Brazil. Recently, is have been seen that free radicals play an important role
in the onset of atherosclerosis, through a phenomena kwon as oxidative stress,
Physiologically, the protection against oxidative stress is done by a complex system of
antioxidant molecules, mainly from diet. Thus the aim of the present study was to
verify whether free radicals are involved in the onset of atherosclerotic plaques in
cholesterol-fed rabbits, and to verify the potential benefit of antioxidant vitamins added
to diet in the prevention of the disease. The 26 male New Zealand rabbits were divided
in three groups as follows: groups B and C animals were submitted to atherosclerosis
induction by eating a cholesterol-enriched chow for ten weeks. Simultaneous to the
atherosclerosis induction, group C animals got antioxidant vitamins added to the chow.
Meanwhile, group A animals were fed a normal rabbit chow for the same period.. At the
end of this period, blood samples were drawn for lipid profile and TBA reactive species
(TBARS) dosage. We found higher levels of total cholesterol, LDL-cholesterol and TBARS
for groups B and C animals, although group C presented lower levels than group B
animals. Data suggest that free radical may play a crucial role in plaque formation and
that the nutritional usage of antioxidant vitamins may retard such process.
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Introducao

A aterosclerose atualmente representa a doenca com maior indice de
mortalidade, sobretudo nos grandes centros urbanos dos paises ocidentais.
O infarto agudo do miocdrdio, o acidente vascular cerebral, a insuficiéncia
vascular cronica e intimeras outras patologias sao, comprovadamente, de-
correntes da aterosclerose, fato que evidencia o grau de importancia desta
doenca no contexto médico atual (1)

A sociedade cientifica em muito tem se empenhado no estudo dos fa-
tores causadores da aterosclerose, bem como nos métodos preventivos e
eficientes para o seu controle. Sobretudo nos tltimos 40 anos se evidencia-
ram os fatores de risco da doenca, que foram classificados em dois grandes
grupos: os primarios e os secunddrios. Agrupam-se, deste modo, a hiperco-
lesterolemia, a hipertensao arterial e o fumo como fatores primdrios. Entre
os fatores secunddrios destacam-se o diabetes, a vida sedentaria, a heredi-
tariedade, a dieta com excesso de gordura saturada e o estresse (2-4).

Na patogenia da doenga aterosclerética é relevante o papel desempe-
nhado pelas lipoproteinas de baixa densidade (LDL) na formacao das pla-
cas de ateroma. Estas foram descritas recentemente, como um grupo hete-
rogéneo de particulas que diferem entre si em tamanho, conformacao, car-
ga elétrica e composi¢ao quimica. Desta forma tornou-se necessaria a melhor
caracterizacao dos subtipos de LDLs, resultando na sua subclassificacao,
aparecendo como principais categorias as LDLs acetiladas, as metiladas e
sobretudo, as peroxidadas (LDL-ox). Sobre as acdes fisiopatoldgicas das LDLs
modificadas ainda existe muita controvérsia, porém atribui-se uma acao
mais aterogénica que a LDL nativa (2, 5-8).

Mais recentemente, observou-se que os radicais livres participam como
importantes intermedidrios na formacao do quadro aterosclerético (7-18). Sua
participa¢do na doenga aterosclerética ocorre através do fendmeno conheci-
do como “estresse oxidativo”, no qual estas espécies quimicas lesam compos-
tos organicos e componentes celulares, destacando-se entre eles a membrana
da célula endotelial. Desta forma, o endotélio fica mais permedvel as particu-
las presentes no sangue e entre elas as LDL, que poderio ser captadas no
espaco subendotelial pelos macréfagos, que se transformam em células com
grande contetido lipidico, as chamadas “células espumosas” (FOAM CELLS).

Ao mesmo tempo, na luz do vaso, particulas de LDL nativas, transfor-
mam-se em particulas de LDL peroxidadas, pela acdo dos radicais livres,
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sendo mais facilmente reconhecidas pelos receptores de LDL modificadas
presentes na superficie das células endoteliais e dos macréfagos. Disto de-
corre um aumento da velocidade de captacao de colesterol por estas célu-
las, implicando no aumento da velocidade de formacao das placas de
ateroma (19-22).

Por outro lado, os macréfagos presentes no espac¢o subendotelial sio
capazes de sintetizar e secretar diversos tipos de radicais livres, tais como o
radical superéxido (03 ), peridril (HOx), hidroxila (OH") e oxigénio singlet
(0,), além de peréxido de hidrogénio (1,0,), espécie quimica considerada
como uma das espécies reativas toxicas derivadas do oxigénio (ERTO). As-
sim, ndo somente sdo capazes de reconhecer mais facilmente as LDL mo-
dificadas como também de modificar as LDL nativas que se encontrem no
espaco subendotelial.

Fisiologicamente a producao de LDLs modificadas ¢ praticamente inde-
tectavel, porém em alguns estados patoldgicos, como na reperfusao de um
0rgao isquémico, sao formadas grandes quantidades de radicais livres deri-
vados do oxigénio (1, 8, 10), os quais possuem a caracteristica de formarem
outros radicais livres mais reativos embora menos estaveis, dentre eles os
radicais lipoperdxido, aos quais atribuimos a capacidade de induzir o me-
tabolismo nao enzimatico do 4cido aracdonico, modificando o balanco entre
a sintese de prostaglandinas (especialmente prostaciclina) e tromboxane
A2 no sentido de aumento da sintese de tromboxane A2, fato este que leva
a alteracdes na hemodinamica e favorece a aterogénese.

Em nosso laboratério demonstramos anteriormente o efeito benéfico
de um varredor de radicais livres na regressao de placas aterosclerdticas.
Neste experimento, administramos o probucol (varredor do radical livre
hidroxila) em coelhos submetidos a inducao dietética de aterosclerose e
verificamos que embora nao houvesse redugado da colesterolemia dos ani-
mais, ocorria importante diminuicdo da drea de lesdes aterosclerdticas da
artéria aorta, em associacio a reducdo dos niveis plasmaticos de malondial-
deido, indicador bioquimico indireto de radicais livres (11-12).

Em outro estudo, com o objetivo de testar o potencial efeito do dcido
etileno diamino tetracético (EDTA) na inibi¢ao da peroxidacao lipidica, es-
tudamos a utilizagao do EDTA em coelhos submetidos a inducao da ateros-
clerose por ingestao de dieta rica em colesterol, verificando-se uma menor
velocidade de producio das placas ateroscleréticas nos animais que rece-
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beram o EDTA. Sugerimos que este efeito protetor possa ter ocorrido pela
inibicao (ou diminui¢do) da producdo de radicais livres nas reacoes de
Haber-Weiss (Fig. 1) e de Fenton (Fig. 2), uma vez que o EDTA é um quelador
de elementos metdlicos, tornando-os indisponiveis para a catdlise destas
reacgoes (23).

1.1. Radicais livres derivados do oxigénio

No inicio do século passado, investigadores descobriram que a rancidi-
ficagao das gorduras estava relacionada a uma nova classe de espécies
quimicas, a qual chamaram de radicais livres. Este importante achado marca
0 inicio da quimica dos radicais livres, componentes vitais da inddstria
moderna, onde sao utilizados nos processos de sintese de polimeros e re-
sinas. Antigamente acreditava-se que a sua alta reatividade quimica e a
irreversibilidade das reacoes em que estavam envolvidos inviabilizariam a
sua existéncia nos seres vivos. Atualmente esta viso foi descartada, devido
ao crescente conhecimento acerca da participacio destes elementos nos
mecanismos de patogenia humana (10).

Radicais livres sao particulas (4tomos ou moléculas) que apresentam
vida livre e nimero fmpar de elétrons na camada de valéncia, ou seja, sdao
espécies quimicas reativas que possuem elétrons nio pareados nos orbitais
mais externos. Decorrem da definicao quimica, duas propriedades peculia-
res: alta reatividade e alta instabilidade. Estas propriedades manifestam-se
nos radicais livres em meias-vidas muito baixas, chegando a valores na ordem
de 10-27s. De fato, radicais livres podem reagir com qualquer biomolécula,
sendo necessdrio apenas que estas biomoléculas existam na proximidade
do local de formagédo do radical livre.

Uma molécula pode tornar-se um radical livre tanto ganhando como
perdendo um elétron em uma reagdo quimica, bem como por fissao homo-
génea de uma ligacdo quimica. Normalmente o rompimento de uma liga-
¢ao quimica ocorre de maneira heterogénea, na qual um dos dtomos da
ligagao quimica retém ambos os elétrons compartilhados, tornando-se um
fon negativamente carregado (ou 4nion), enquanto o outro 4tomo perde
ambos os elétrons tornando-se um fon positivamente carregado (ou cation).
Porém, em situagoes onde haja grande oferta de energia (p. ex. radiacdo
UV), a ligacdo quimica poderd ser rompida de maneira que cada um dos
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atomos que participa da ligacdo quimica retenha um dos elétrons compar-
tilhados na ligacao, tornando-se radicais livres. Este fenomeno é denomina-
do fissao homogénea e pode ser um mecanismo importante na iniciacdo da
peroxidagao lipidica, fenomeno associado a lesdo celular.

Embora a descoberta dos radicais livres data do inicio do século XX e, ja
na década de 40, a quimica dos radicais livres estivesse bem definida, foi
somente em 1956 (24) que se formulou a primeira teoria relacionando os
radicais livres a doengas humanas, no caso as moléstias degenerativas as-
sociadas ao envelhecimento. Somente nos tltimos anos, estuda-se o seu
envolvimento em doencas graves e agudas (25-29)

Embora numerosas moléculas ndo se encaixem na definicao quimica de
radical livre, as espécies reativas téxicas do oxigénio (ERTO) sdo considera-
das as principais espécies quimicas relacionadas a mecanismos patogéni-
cos. As principais ERTO sao cinco: radical superéxido (Of’), peroxido de
hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OH"), radicais alquil (R") e radicais pe-
roxil (ROO* ), sendo os dois primeiros responsaveis pelo desencadeamento
da produgéo dos outros trés. Salientamos que as ERTO, apesar de incluirem
diversas moléculas radicais livres, nao obedecem necessariamente 3 defini-
¢ao de radicais livres, embora sejam importantes no metabolismo oxidati-
vo. E o caso do peréxido de hidrogénio (H,0,), que ndo é um radical livre
(n@o possui elétron solitdrio na camada de valéncia), mas é fundamental
para a produc¢ao do radical hidroxila (OH"), seja pela reacao de Haber-Weiss
(Fig. 1), seja pela reacao de Fenton (Fig. 2).

As ERTO fazem parte do mecanismo intermedidrio das moléstias que
envolvem isquemia, inflamagao, trauma, moléstias degenerativas e hiperdéxia.
Mesmo nas moléstias onde as ERTO nao sio a causa primaria de leso, elas
sao importantes porque toda destruicdo celular libera ferro, o qual catalisa
a geracao de radicais hidroxila (OH' ), que € um dos mais lesivos para as
membranas celulares.

O radical livre supercéxido(0*) e o peréxido de hidrogénio (H,0,) apesar
de pequena acdo direta sobre constituintes celulares, causando-lhes dano,
sao considerados agressivos principalmente pelo fato de na reagao de Haber-
Weiss (Fig. 1), reagirem entre si para produzir os radicais hidroxila (oH~),
verdadeiros responséveis pelo dano celular. Estes radicais hidroxila, atuan-
do sobre lipidios, carboidratos, proteinas e 4cidos nucléicos, em um fené-
meno chamado de “estresse oxidativo’, levam a modificacoes da fungao e
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estrutura celular que, por sua vez, poderdo levar esta célula a morte. Da
acao dos OH* sobre 4cidos nucléicos decorrem modificagoes estruturais da
molécula do DNA, implicando em mutac¢des génicas; sobre carboidratos
(principalmente em glicosaminoglicanos) sao capazes de provocar quebras
da estrutura, incorrendo, dentre outras conseqiiéncias, em perda do reco-
nhecimento do contato celular, podendo levar a divisoes celulares nao limi-
tadas pelo contato com células vizinhas; em proteinas os radicais livres
causam o fendmeno conhecido como peroxidacao protéica, que causa que-
bra de cadeias polipeptidicas e/ou perda ou alteracao de atividade enzima-
tica, incorrendo em alteracoes funcionais e estruturais na célula; sobre lipi-
dios resultam no bem estudado fenémeno chamado peroxidacao lipidica,
que € o principal responsdvel por alteragoes da permeabilidade da mem-
brana celular. Desta forma percebe-se que o resultado do estresse oxidativo
é, com freqiiéncia, a morte da célula.

O ;" 4 f'l 20 L metais de transicio OH .. + OH =+ () 2

Figura 1. Reacao de Haber-Weiss. O radical superdxido(0; | reage com o peroxido de hidrogénio
(H,0,), em presenca de metais de transigo, para produzir radicais hidroxila (on* ) fons hidroxila e
oxigénio.

H,O0, +Fe*” —» OH" + OH ™ + Fe®"

Figura 2. Reagao de Fenton. O perdxido de hidrogénio é ionizado em presenca de ions ferrosos,
levando a produgao de radicais hidroxila(OH") e ions hidroxila. O ferro sofre oxidagdo sendo
liberado na forma de ion férrico.

A manifestacdo do estresse oxidativo sobre os lipidios celulares é um
dos fendmenos mais importantes mediado por radicais livres nos proces-
sos patolégicos e recebe o nome particular de peroxidagdo lipidica. E um
fenomeno complexo e que apresenta varias reagoes quimicas secundarias,
resultando em uma larga gama de produtos, subprodutos e produtos in-
termedidrios, tais como os hidroperéxidos e dienos conjugados, compos-
tos carbonilicos reativos ao dcido tiobarbiturico (TBA) e produtos tercidrios,
tais como hidrocarbonetos voldteis e substancias fluorescentes. Dentre to-
das as moléculas produzidas neste fendomeno, o malondialdeido (MDA)
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tem sido o mais utilizado para avaliacdo laboratorial da peroxidacao lipi-
dica (30).

1.2. Defesa antioxidante

Fisiologicamente, o organismo pode se defender da agressao mediada
pelos radicais livres utilizando as reservas antioxidantes celulares. Estas
reservas sao constituidas por trés sistemas de defesa antioxidante: enzima-
tico, moléculas pequenas e o sistema de quelacao de metais.

O sistema antioxidante enzimdtico & composto por trés tipos de enzi-
mas. O primeiro tipo corresponde as enzimas superoxido dismutases (SOD),
que atuam sobre o radical O; transformando-o em H,0, (Fig. 3). As SODs
sao representadas pela SOD-mitocondrial (manganés dependente), a SOD-
citoplasmadtica (dependente de cobre e zinco) e a SOD-extracelular (ferro
dependente). Fazem parte do sistema antioxidante enzimatico ainda, as en-
zimas glutationa peroxidase selénio dependente (GSH-Px) e a catalase (de-
pendente de ferro). Tanto a glutationa peroxidase como a catalase atuam
sobre o H,0, transformando-o em agua (Fig. 4 e 5). No entanto, o organismo
nao dispoe de enzimas que atuem sobre o radical hidroxila, verdadeiro cau-
sador de estresse oxidativo. Felizmente, para este fim, nosso organismo pode
utilizar moléculas pequenas que diminuem a reatividade do radical hidro-
xila, tais como as vitaminas A, E e C, o beta caroteno, o dcido tirico e a
molécula de glutationa reduzida (GSH) (31-34).

205 +2H' =% , 4,0, +0,

Figura 3. Dismutacdo dos radicais 0} por agdo das enzimas superéxido dismutase (SOD).

2H2 Oz Catalase I_I2 O+ ()2

Figura 4. Conversio dol1,0, a agua por acéo da glutationa peroxidase (GSH-Px).

H,0, +2GSH —SH-P , i1 0., GSSG

Figura 5. Conversdo do H,0, a &gua por agéo da catalase.
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Em pacientes portadores de asma bronquica foram identificados niveis
extremamente baixos de selénio e de GSH-PX (35), enquanto que a SOD €
considerada essencial para a defesa pulmonar (36-37). Também se verificou
uma significativa diminui¢ao na capacidade antioxidante total em animais
submetidos a inducdo de broncoespasmo agudo (34). Em individuos ate-
roscleréticos se identificaram diversas deficiéncias de moléculas antioxi-
dantes como alfa tocoferol e dcido ascérbico (38-40), além de que a adigao
de antioxidantes 4 dieta, possa retardar a velocidade de formagao das pla-
cas aterosclerdticas (31)

Além da produgdo de enzimas antioxidantes e a utilizagao de molécu-
las pequenas como sistema auxiliar na defesa antioxidante, o organismo
utiliza-se de proteinas que se ligam a metais de transigao impedindo-os de
catalisar as reacoes de Haber-Weiss (Fig. 1) e de Fenton (Fig. 2). Este sis-
tema quelador de fons metdlicos é composto por moléculas como a
ferritina, a transferrina e a lactoferrina (queladoras de ferro), a ceruloplas-
mina e a albumina (queladoras de cobre) e um grupo de proteinas chama-
das de metalotioneinas, as quais apresentam grupamentos tiélicos (SH),
capazes de se ligar a varios metais, tais como o chumbo e o cddmio (41).
Paralelamente, diversos minerais podem competir com os metais de tran-
sicao pela catdlise da reagdo de Haber-Weiss, impedindo a formacao de OH'
e, consegiientemente, protegendo do estresse oxidativo. Dentre os metais
de transicao, devido 4 sua abundancia nas células, o ferro merece desta-
que, tendo sido diretamente relacionado com risco elevado para ateroscle-
rose (42)

Quando a produg¢ao de radicais livres sobrepuja a capacidade fisiologica
de defesa antioxidante, instala-se o fenomeno de “estresse oxidativo”, resul-
tando em disttirbios morfolégico-funcionais das células agredidas. A partir
de entdo o dano celular passa a se acumular resultando no aparecimento de
sinais e sintomas clinicos de moléstias (principalmente degenerativas) e €
necessario que se intervenha com medidas terapéuticas antioxidantes (26).

1.3. Oxido nitrico

Sendo um dos mais estudados radicais livres da modernidade, o 6xido
nitrico (NO) é um gds azul pdlido produzido a partir do aminodcido L-
arginina por agdo das enzimas 6xido nitrico sintase (NOS). Possui uma baixa
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meia-vida (cerca de 1 a 5 segundos), sendo rapidamente convertido a nitri-
tos (NO-2) e nitratos (NO-3), seus metabdlitos estaveis.

Foram descritas trés isoformas de enzima NOS, sendo duas formas cons-
titutivas (c-NOS) e uma induzivel (i-NOS). As formas constitutivas estao
presentes em neuronios nao-colinérgicos, nao-adrenérgicos (NANC) e célu-
las endoteliais e produzem baixa quantidade de NO por longo tempo, sen-
do aparentemente responsaveis pela producio fisioldgica do NO. A forma
induzivel € ativada por citocinas e interleucinas, estd presente em células
inflamatdrias e endoteliais, produzindo grande quantidade de NO em curto
espago de tempo.

As fungdes bioldgicas do 6xido nitrico sdo diversas e complexas, poden-
do ser considerado um fator pardcrino, um gés terapéutico ou um marcador
de inflamacao. Como fator paracrino, o NO derivado do endotélio desem-
penha um papel central na modulagdo do ténus vascular pulmonar, en-
quanto que o NO derivado do epitélio consiste em uma defesa nao-especi-
fica das vias aéreas contra os agentes aeropatogénicos aos quais estao cons-
tantemente expostas. Como molécula terapéutica gasosa, o NO tem sido
usado em terapia de inalagao para aliviar a hipertensao pulmonar e/ou
hipoxemia refratdria em criancas e adultos.

Paralelamente, o NO pode reagir com radicais Oy, resultando na forma-
¢ao de peroxinitrito, o qual pode mudar a funcdo do NO como um agente
sinalizador transcricional (43-44). O peroxinitrito pode reagir com residuos
de tirosina de proteinas, em rea¢des de nitratagéo, produzindo nitrotirosina
(44). Devido a caracteristica inflamatéria da doenca, bem como a um au-
mento na producao de radicais livres superdxido, alguns autores tem iden-
tificado elevados niveis de peroxinitrito e, conseqiientemente, de nitrotiro-
sina em pacientes portadores da doenga (45-46). Por outro lado, sugere-se
que o Oxido nitrico possa proteger a LDL da acdo oxidativa dos radicais
livres (47).

1.4. Objetivos

Os objetivos do presente trabalho foram:

— Verificar o envolvimento de radicais livres na instalagio de placas de
aterosclerose em coelhos submetidos a indugao de aterosclerose pela
ingestao de dieta rica em colesterol;
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— Verificar o potencial beneficio do uso de vitaminas antioxidantes
adicionadas a dieta, na prevencao da instalagao de placas de ateroma
nestes animais.

2. Métodos

Foram utilizados 26 coelhos machos, adultos jovens da raca Nova Zelan-
dia, pesando 2,5 + 0,5 Kg de peso corporal. Os animais foram divididos em
trés grupos, chamados grupo A, grupo B e grupo C.

Os animais dos grupos B (N=9) e C (N=10) foram submetidos & inducao
da aterosclerose por ingestao de dieta rica em colesterol pelo periodo de
dez semanas. Simultaneamente a indugdo da aterosclerose, os animais do
grupo C foram tratados com vitaminas antioxidantes (Vitamina C 16,7 mg/Kg,
Vitamina E 6,7 mg/Kg e Beta-caroteno 0,5mg/Kg). Paralelamente, os ani-
mais do grupo A (N=7) receberam apenas ragao normal para coelhos pelo
mesmo periodo.

Preparo da ragdo rica em colesterol:

A ragao rica em colesterol foi preparada pela vaporiza¢dao de uma solu-
¢ao de colesterol em cloroférmio sobre a ragdo, na proporgao de 1,5 g de
colesterol para 100 g de ragdo. Antes de ser consumida, a ragdo assim pre-
parada permaneceu em repouso por 48 horas em uma capela para que o
solvente pudesse evaporar completamente. ApGs o preparo, a raco foi se-
parada em porgdes individuais de 150 g para uso diério e colocada em sacos
plésticos lacrados. Todos os dias pela manha, recolheu-se a sobra de racio
do dia anterior, que foi pesada para controle da ingesta de colesterol por
animal (48-49).

Vitaminas antioxidantes:

Os animais do grupo C receberam Vitamina C 16,7 mg/Kg, Vitamina E
6,7 mg/Kg e Beta-caroteno 0,5mg/Kg. A Vitamina E foi misturada a solucio
de cloroférmio e colesterol e vaporizada sobre a racdo normal para coelhos.
A Vitamina C e o Beta-caroteno foram dissolvidas em dgua destilada e pul-
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verizada sobre a racao previamente enriquecida com Vitamina E e coleste-
rol apds a completa evaporagao do cloroférmio. Em seguida a ragao € co-
locada em uma estufa (45°C) por 12 horas para secar totalmente. Da mesma
maneira que para a ragao rica em colesterol, apds o preparo, a racao €
separada em porgoes individuais de 150 g para uso didrio e colocada em
saco plastico lacrado. Todos os dias pela manha, recolheu-se a sobra de
racao do dia anterior, que foi pesada para controle da ingesta de colesterol
por animal.

Todos os animais receberam tanto a racdo rica em colesterol, como a
ragao enriquecida com vitaminas antioxidantes diariamente pelo periodo
de dez semanas.

Parametros avaliados:

Ao final do perfodo de dez semanas foram colhidas amostras de sangue
para avaliagao laboratorial de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-coleste-
rol, triglicérides e malondialdeido, além de retirada a artéria aorta desde a
emergéncia do arco adrtico até a bifurcacdo das iliacas para avaliacao da
drea ocupada por lesdes aterosclerdticas e estudo histolégico das placas de
ateroma (28-29)

- Colesterol Total e Fracoes:

O colesterol total foi avaliado por método enzimatico-colorimétrico rea-
lizado com a utilizacao de kits comerciais (Biodiagndstica). O HDL-coleste-
rol foi separado pelo método de precipitacdo com sulfato de dextran, sendo
dosado pelo mesmo método descrito para o colesterol total. O LDL-coles-
terol foi calculado matematicamente pela equacao de Friedwald.

- Triglicerideos
Avaliados por método enzimadtico realizado com a utilizacao de klt% co-
merciais (Biodiagnostica).

- Malondialdeido (MDA)

E um indicador do processo de peroxidacao lipidica, processo mediado
por radicais livres. O MDA reage com o 4cido tiobarbittrico (TBA) para
formar um complexo com absorbancia maxima a 532 nm. O método utili-
zado foi descrito por Satoh, modificado (50-54).
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- Por¢ado de artéria coberta por placas ateromatosas:

Medida por planimetria computadorizada. Este método se baseia na
comparacao da drea da artéria tomada por placas de ateroma em relacdo a
area total da artéria, sendo os dados obtidos em mesa digitalizadora de
computador.

3. Resultados

A tabela 1 contem os valores médios de colesterol total, MDA e porcen-
tagem de artéria aorta coberta por lesdes aterosclerdticas, enquanto que a
tabela 2 contém os valores médios de triglicérides, HDL-colesterol e LDL-
colesterol. Os grupos B e C comportaram-se de maneira similar e, em com-
paragao ao grupo A, demonstraram valores significativamente maiores de
colesterol total (p<0,001), MDA (p<0,001 e p<0,01 respectivamente), por-
centagem de artéria aorta coberta por leses ateroscleréticas (p<0,001) e
LDL-colesterol (p<0,001). Paralelamente estes grupos demonstraram uma
significativa diminui¢ao nos valores de HDL-colesterol (p<0,05).

Tabela 1. Valores médios de Colesterol Total (mg/dl), MDA (ng/ml) e da area de
lesGes aterosclerdticas da superficie da artéria aorta (% Lesao).

Grupo Colesterol (mg/ml) MDA (ng/ml) % Lesao
 A(N=07) 64 + 32 411 + 51 - o
B (N=09) 1577 + 553* 1004 + 200" 348+ 57"
C (N=10) 1766 + 609° 799 + 188+ 19;2. 437"

* = p<0,001; + = p<0,001; # = p<0,05.

Tabela 2. Valores médios de triglicérides (ng/ml), HDL-colesterol (ng/ml) e LDL-
colesterol (ng/ml) para os animais dos trés grupos.

Grupo Triglicérides (mg/ml) LDL-Colesterol HDL-Colesterol
(mg/mi) (mg/ml)
A (N=07) . 134+ 145  17+18 240+ 11,4
B (N=09) 247 + 154N 1613 + 551* 14,9 + 4,3°
C (N=10) 208 + 48 1510 + 618" 16,4 £ 4,2°

NS = Néo Significante; * = p<0,001: + = p<0,05.

Quando comparados ao grupo B, os animais do grupo C demonstraram
valores significativamente menores para 0 MDA (p<0,05) e para a porcenta-
gem de artéria aorta coberta por lesdes ateroscleréticas (p<0,001).
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4, Discussao

Considerando que todos os animais foram mantidos sob as mesmas
condigoes, verificamos que a adicao de colesterol a racao dos coelhos foi
responsdvel pela elevacao dos niveis séricos de colesterol total, LDL-coles-
terol, bem como pela elevacdo dos niveis de MDA e pelo aumento na por-
centagem de artéria aorta coberta por placas de ateroma.

Nao houve qualquer alteragao significativa nos niveis de triglicérides
em nenhum dos grupos estudados, reforcando a sugestao de que estes lipi-
dios desempenham um papel secunddrio, se desempenham algum, na fi-
siopatologia da doenca aterosclerdética.

O aumento da colesterolemia era esperado uma vez que houve aumen-
to na ingesta do préprio colesterol. Em relacao ao aumento do MDA este
aumento € explicado pelo fato do colesterol ser um lipidio polinsaturado,
podendo assim, sofrer o processo de peroxidacao lipidica, levando a um
aumento na producao de espécies quimicas oxidantes, tais como os radi-
cais alquil e peroxil.

Este aumento nos niveis de MDA associado a uma maior oferta de co-
lesterol circulante resultou em uma grande deposicao do colesterol na pa-
rede das artérias, refletindo-se no aparecimento de placas de ateroma em
grande parte da artéria aorta. No entanto, este aumento da formacao de
placas foi mais intenso nos animais que recebiam somente a ra¢ao rica em
colesterol do que nos animais que recebiam também as vitaminas antioxi-
dantes, sugerindo que estas vitaminas tenham diminuido a velocidade de
deposi¢ao do colesterol na camada intima da artéria.

O pequeno numero de animais nao impediu que fossem verificadas
estas importantes diferencas entre os trés grupos de animais estudados,
entretanto as doses de vitaminas empregadas deixam em aberto o questio-
namento sobre a possibilidade de existéncia de um efeito dose-depen-
dente, ou seja, de que com a utilizacdo de dosagens maiores destas vita-
minas, obteriamos efeito maior no retardo da instalacao das placas de
ateroma.

De qualquer forma, ndo podemos deixar de considerar que a doenca
aterosclerdtica € uma doenca multifatorial e que os mecanismos envolvidos
na sua fisiopatogenia sdo amplos e complexos, de sorte que muitas vezes a
utilizacdo de uma estratégia tinica na prevengdo desta patologia pode nao
surtir os efeitos esperados.
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A tnica grande certeza em relagdo a esta implacédvel doenca é a neces-
sidade de se produzir muitos trabalhos cientificos mais para que se possa
atingir uma maior compreensao sobre os seus complexos mecanismos bio-
quimicos.

5. Conclusoes

Com base nos dados obtidos no presente trabalho, concluimos que,
primeiramente, hd o envolvimento dos radicais livres no desenvolvimento
das lesoes ateroscleréticas, conforme visualizado pela elevacao dos niveis
de MDA nos animais dos grupos B e C. Em segundo lugar, o uso de vitami-
nas antioxidantes pode retardar a instalacao das lesdes aterosclerdticas.
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