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Resumo

Resumo

OLIVEIRA, Vanessa Patrocinio de M.S. Universidade Federal de Vigosa,
setembro de 2006. Influéncia dos polifenéis do extrato uva (Vitis vinifera L.) E
do a-tocoferol nos fatores de risco e na lesdo aterosclerotica em
camundongos apo e-/-. Orientadora: Maria do Carmo Gouveia Peluzio; Co-

orientadoras: Cristina Maria Ganns Chaves Dias, Céphora Maria Sabarense.

As doencgas cardiovasculares sdo a principal causa de morte no mundo
ocidental. Tém como principal alteragcdo morfolégica a formacdo de placas
ateromatosas. Estudos epidemioldgicos e experimentais demonstram acao
benéfica de antioxidantes, como os polifendis da uva e o a-tocoferol, sobre o
desenvolvimento dessas doencgas. Diante dessas especulagdes o presente
trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar o efeito da suplementagao
alimentar com polifendis da uva e a-tocoferol sobre a evolugdo da aterosclerose
em camundongos Apo E -/-. Camundongos com cinco semanas de vida
receberam dieta aterogénica durante seis semanas. Apds esse periodo foram
divididos em quatro grupos: ‘Controle’, recebeu dieta aterogénica e agua; ‘Uva’,
recebeu dieta aterogénica e extrato de uva; ‘“Tocoferol’, recebeu dieta aterogénica
suplementada com 400 Ul/ Kg de dieta de acetato de a-tocoferol e agua; e ‘Uva e
Tocoferol’, que recebeu dieta aterogénica suplementada com 400 Ul/ Kg de dieta
de acetato de a-tocoferol e extrato de uva. O tratamento prosseguiu por onze

semanas. Na ultima semana as fezes foram recolhidas. Apds eutanasia foram

xii



Resumo

retirados sangue, aorta, coragdo e figado. Foram dosados colesterol total,
triacilglicerdis, polifendis totais do soro, figado e fezes. No soro e figado foram
dosados vitamina E e hidroperoxidos lipidicos. No figado e fezes foram analisados
o perfil de acidos graxos. Coracéo e aorta foram processados histologicamente e
feita a analise morfolégica e morfométrica. Os tratamentos apresentaram
consideravel efeito hipocolesterolémico com reducdo dos niveis séricos e
hepaticos de colesterol. Houve aumento da excrecado fecal de colesterol com a
suplementacdo com antioxidantes. Nao houve alteracdo nos triacilgliceréis,
polifendis e malondialdeido no tecido hepatico dos animais. A formacdo de
hidroperodxidos lipidicos mostrou uma tendéncia a ser menor quando os animais
receberam os dois antioxidantes. Os grupos suplementados apresentaram
maiores niveis de vitamina E séricos e hepaticos. No perfil de acidos graxos nao
observou-se diferenca estatistica, contudo nota-se uma maior tendéncia a
preservagao dos acidos graxos poliinsaturados quando houve suplementagdo com
polifenois da uva. A analise morfolégica revelou menor grau de evolugao da placa
dos animais que receberam o-tocoferol. Nao houve diferengca no tamanho da
maior lesdo encontrada. Os resultados sugerem que a suplementagdo com os dois
antioxidantes obteve melhor efeito sobre a evolugdo da aterosclerose pois reduziu
0os niveis de colesterol, importante fator de risco, e melhorou o potencial

antioxidante no organismo dos animais.
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Abstract

Abtract

OLIVEIRA, Vanessa Patrocinio de M.S. Universidade Federal de Vigosa,

september 2006. Influence of Polyphenol from Grape Extract (Vitis
vinifera L.) and of the a-tocopherol on the risk factors and the

atherosclerotic damage in Apo e-/- mice. Advisor: Maria do Carmo Gouveia
Peluzio; Committee Membres: Cristina Maria Ganns Chaves Dias, Céphora Maria

Sabarense.

Cardiovascular diseases are the main cause of death in the Western
world. They have as the main morphological change the formation of
atheromatose plates. Epidemiological and experimental studies demonstrate
beneficial action from anti-oxidants, such as the grape polyphenols and the
o-tocopherol, on the development of these diseases. With these
speculations this work was developed with the objective of verifying the
effecf of the food supplement with grape polyphenols and the a-tocopherol
on the atherosclerosis evolution in Apo E -/- mice. Five-week old mice
received an atherogenic diet for six weeks. After this time they were divided
into four groups: ‘Control’ received an atherogenic diet and water, ‘Grape’,
received an atherogenic diet and grape extract; ‘Tocopherol’, received an
atherogenic diet supplemented with 400 Ul/ Kg of a diet of a-tocoferol

acetate and water ; and the ‘Grape and Tocopherol’, which received an
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Abstract

atherogenic diet supplemented with 400 Ul/ Kg of a diet of a-tocopherol
acetate and grape extract. The treatment lasted for eleven weeks. On the
final week the feces were collected. After sacrificing the mice (euthanasia)
we extracted the blood, aorta, heart and liver. We measured total
cholesterol, triacilgliceroids, total polyiphenols from the serum, liver and
feces. In the serum and liver we measured vitamin E and hydroperoxide
lipids. In the liver and feces we analysed the fatty acids profile. The heart
and aorta were processed histologically and a morphological-
morphometric analysis was done. The treatments showed considerable
hypocholesterolemic effect with decrease of the seric and hepathic levels of
cholesterol. There was an increase of fecal excretion of cholesterol with the
supplementation with anti-oxidants. There was no change in the
triacilgliceroids, polyphenols and malondialdeid on the hepathic tissue of the
animals. The formation of hydroperoxide lipids showed a trend of being less
when the animals received both anti-oxidants. The supplemented groups
showed greater levels of vitamin E seric and hepathic. On the fatty acids
profile we did not observe any statistical difference, however it is noticeable
a greater trend in preserving polyinsaturated fatty acids when there was a
supplementation of grape polyphenols. The morphologic analysis revealed a
lower level of evolution of the animals atheromatose plates that received ao-
tocopherol. There was no difference in the size of the larger damage found.

The results suggest that the supplementation with both anti-oxidants
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Abstract

obtained a better effect on the evolution of the atherosclerosis since it
lowered the levels of cholesterol, important risk factor , and it improved the

anti-oxidant potential on the animals’ organism.
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ATEROSCLEROSE: INFLUENCIA DO PROCESSO OXIDATIVO E DOS
FLAVONOIDES E DO ALFA-TOCOFEROL NO DESENVOLVIMENTO DA

PLACA ATEROMATOSA.
Resumo:

As doencas cardiovasculares tém como principal causa a formacao de
placas ateromatosas. Processo caracterizado pela deposicéo de lipidios na intima
vascular, provocando a obstrugdo e enrijecimento da parede vascular,
comprometendo o suprimento de oxigénio aos tecidos, assim como a resposta
vascular a diversos estimulos. Na aterogénese estdo envolvidos diversos
mecanismos, entre eles pode ser destacada a modificagdo oxidativa da LDL. A
LDL modificada além de ser endocitada sem controle por macréfagos, formando
as células espumosas, tem efeitos quimiotaxicos e citotdxicos, que culminam na
promocao e progressao da aterosclerose. O papel chave da modificacdo oxidativa
da LDL vem sendo posto a prova com experimentos que utilizam antioxidantes
como os flavondides e o alfa-tocoferol. Estudos epidemiologicos mostram relagao
inversa entre o consumo dessas substancias e a incidéncia de doencas
cardiovasculares. Os estudos clinicos ainda s&o controversos, porém os modelos
animais se fazem adequados para o estudo da acdo dessas substancias na
aterogénese, revelando o efeito modulador no processo antiaterogénico

desempenhado tanto por flavonoides como pelo alfa-tocoferol.

Termos de Indexagao: Aterosclerose, flavondides, alfa-tocoferol.
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Introducgao:

No Brasil, as doencgas cardiovasculares representam 27,22% das causas de
morte estando a frente das neoplasias, que representam 13,22% das causas de
morte da populacdo’. Em paises desenvolvidos ndo é diferente, o governo
americano gastou cerca de U$326,6 bilhbes com o tratamento cirurgico e
emergencial em 20012. A Organizagdo Mundial da Saude considera as doencas
cardiovasculares como uma epidemia nos paises em desenvolvimento que

adquirem os habitos ocidentais®.

As doengas cardiovasculares englobam uma magnitude de sindromes que
vao além da aterosclerose, principal causa das manifestacdes clinicas. Incluem as
cardiopatias isquémicas, doenga arterial coronariana, infarto do miocardio,
embolias e acidentes vasculares cerebrais®.

Os fatores de risco para o desenvolvimento dessas doengas séo estilo de
vida (estresse, habito de fumar, obesidade, sedentarismo e dieta rica em gordura),
altas taxas de Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL; Low Density Lipoprotein),
baixo nivel de Lipoproteina de Alta Densidade (HDL; High Density Lipoprotein) e
alta taxa de Proteina C Reativa (PCR), Amiléide A (AA) e homocisteina

plasmaticas, idade, sexo e Diabetes Mellitus®.

A aterosclerose se caracteriza pelo acumulo de macréfagos repletos de
colesterol na parede arterial, levando a proliferacdo de certos tipos celulares que
gradualmente diminuem a luz vascular, impedindo o fluxo sanguineo. Além disso
aumentam a rigidez da parede vascular’. Porém, a génese da lesdo

aterosclerética, o ateroma, permanece incerta.
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Estudos epidemiolégicos mostram que ha associagao entre o consumo de
alimentos ricos em substancias antioxidantes e a redugdo na incidéncia de
doencas cardiovasculares*®. Entre eles destacam-se os flavénoides®® e a vitamina
E.

Diante do exposto o objetivo dessa revisdao foi elucidar os principais

mecanismos de acgao de antioxidantes na aterogénese.

Hipoéteses da génese do ateroma:

As primeiras hipdteses sobre a génese do ateroma relacionavam-se a
deposicdo de fibrina® e lipidios complexados a mucopolissacarideos®. Contudo
essas hipoteses refletiam o aspecto passivo do acumulo de lipidios na placa
ateromatosa. Em 1973, Ross & Glomset introduziram a hipdtese da “resposta a
injuria”, onde a aterogénese passava de um carater passivo a um carater ativo.
Sendo entdo considerada uma reacao inflamatoéria, uma resposta a lesédo vascular

de diferentes origens®.

A lesédo inicial levaria a uma disfuncao endotelial culminando em uma série
de respostas compensatorias que alterariam a homeostase vascular, entre elas o
aumento da permeabilidade vascular a leucécitos e plaquetas, aumentando o
processo de coagulagéo no local. O endotélio vascular também seria responsavel
pela liberacdo de quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento que
promoveriam a instalacao da resposta inflamatéria, assim como, sua perpetuacao
no processo aterogénico. A alteragao fisica, como o turbilhonamento do fluxo

sanguineo; a infecgdo por agentes bioldgicos, aumentando o estresse oxidativo e
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consequentemente liberacdo de radicais livres e a alteragdo na composicao
sanguinea, como o aumento de lipoproteinas ricas em triacilglicerdis (quilomicrons
e lipoproteina de muito baixa densidadde-VLDL; Very Low Density Lipoprotein)

também poderiam ser estimulos iniciais para a formagao da placa aterosclerética®.

Diante do fato da aterosclerose se caracterizar pelo acumulo de lipidios na
intima vascular, uma hipotese a ser considerada € a retengédo de lipoproteinas
como o evento iniciador da aterogénese. Sabe-se que a entrada espontanea de
lipoproteina na parede vascular se restringe as moléculas menores do que 70 nm
de diametro''. Assim, lipoproteinas de baixissima densidade como as VLDL e os
Quilomicrons, lipoproteinas conhecidamente aterogénicas cujas particulas
apresentam volumes de 100 e 75 nm, respectivamente, devem sofrer agdo da
Lipase Lipoprotéica (LPL), para a reducao de seu tamanho inicial. Apés a redugao
dos seus volumes seriam capazes de ultrapassar a barreira vascular e atingir o
espaco subendotelial. Uma vez no espaco subendotelial as lipoproteinas ficariam
retidas de acordo com sua composicdo quimica e interagcdo com a matriz
extracelular. Nesse sentido, as apolipoproteinas constituintes das moléculas de
lipoproteinas tém grande importancia. Residuos das apolipoproteinas B-100 e B-
48, constituintes da VLDL e Quilomicrons respectivamente e associadas a LDL,
tém alta afinidade por proteoglicanas do endotélio vascular, aumentando sua
adesdo no vaso'. A adesdo das particulas de lipoproteinas ¢ aumentada pela
acao de enzimas lipossomais do endotélio vascular como a catepsina e lipase

acida lipossomal. Uma vez retida na intima vascular a LDL sofre acdo dessas
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enzimas e da LPL formando agregados de lipoproteinas'®, altamente endocitados

por macréfagos e pela musculatura lisa™.

Por fim, tem-se a hipdtese da “modificacdo oxidativa”, onde a LDL tem acéao
aterogénica apenas quando sofre modificagdo oxidativa. Os radicais livres
formados pelo estresse oxidativo, poderiam oxidar a LDL, tornando-a altamente
oxidada (LDL-OX). Estudos in vitro mostram que a LDL por si s6 ndo é
aterogénica sendo, portanto, a modificagdo oxidativa da molécula o fator que a

torna altamente lesiva ao endotélio''®.

O processo de modificacdo oxidativa da LDL se da em cascata, com a
formacado de radicais peroxil provenientes dos lipidios da camada externa da
lipoproteina. A cadeia de reacbes oxidativas se propaga para o centro da
lipoproteina, modificando os acidos graxos e o colesterol. Por fim o dano oxidativo
atinge as proteinas da molécula resultando em uma completa modificagdo da

estrutura inicial da lipoproteina'”.

As LDL-OX passam a ser endocitadas por células epiteliais, musculos lisos
e principalmente macréfagos, por meio dos receptores “scavengers”. Dentro do
citoplasma as LDL-OX ndo sédo degradadas, formando as células espumosas,
caracteristicas do inicio da lesdo'. A LDL-OX também estimula a producdo de
citocinas que induzem a modificagdo na expressdo fenotipica vascular
promovendo a migragdo de mondcitos e a ativagao plaquetaria. Pode ainda ter um
efeito citotoxico direto no endotélio acarretando a liberacdo de lipidios e de

enzimas lisossomais agravando a injuria vascular™ .
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Estresse oxidativo e defesa antioxidante na aterosclerose:

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre as substancias
oxidantes e a defesa antioxidante. Esse desequilibrio tem como consequéncia o
aumento dos radicais livres no organismo, o que pode levar aos danos em
cascatas bioguimicas e comprometimentos celulares®.

Os radicais livres sao espécies quimicas capazes de existir
independentemente de outras substancias e que apresentam pelo menos um
elétron desemparelhado. Sao formados a partir de inumeras reagdes no
organismo, como parte de seu metabolismo normal. Bons exemplos sdo a
formacgado de ions superdxidos por células da defesa imunoldgica e a partir do
oxigénio molecular (O2) por meio da respiragcdo mitocondrial, assim como a
formac&o de 6xido nitrico como mecanismo de vasodilatagdo vascular %°.

Podem ser moléculas com atomo de carbono centralizado (Ce); anions
superéxido (Oz'e); radicais hidroperoxil (HOze), peroxil (ROe), alcoxil (ROe),
hidroxil, (HOe), tiil (RSe) e pertiil (RSSe); 6xido nitrico (eNO), didxido nitrico (eNO;)
e os metais de transigdo. O ataque oxidativo se da por meio da reagéo do radical
livre com atomos de hidrogénio de moléculas nao radicais. A denominagdo dada
para a reagcdo em cascata desencadeada pelos radicais livres € peroxidagao
lipidica. O processo tem inicio com a perda do atomo de hidrogénio do acido
graxo, por meio da reagao com o radical livre, e a formagao do radical lipidico (Le).
Este, por ser altamente reativo, imediatamente reage com moléculas de oxigénio
se transformando no radical peroxil lipidico (LOOe) que propaga a reagao

formando novos radicais Le e moléculas de hidroperdxidos lipidicos (LOOH)®.
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Os radicais livres parecem ser uma das principais causas da disfungao
endotelial que precede e promove a aterogénese. Os radicais livres,
principalmente as sustancias reativas de oxigénio (ROS), sdo capazes de as lesar
membranas celulares e o nucleo. Interagem com mediadores vasomotores,
inativando seus efeitos vasodilatadores®'. E, principalmente, sdo capazes de
oxidar os lipidios da LDL, elemento chave na aterosclerose'”.

Para a prote¢ao do organismo contra os possiveis danos provocados pelos
radicais livres, existem espécies quimicas capazes de neutralizar o radical,
atuando geralmente em concentragées muito menores que a substancia oxidante®.

A defesa antioxidante consiste na interrupcdo da cascata de oxidacéo,
como visto na peroxidacdo lipidica, por meio da doagdo de um atomo de
hidrogénio da molécula antioxidante para o radical oxidante®?. No organismo, essa
defesa é realizada por enzimas (superoxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase, tiol-dissulfito oxidorredutase e peroxiredoxinas), sequestradores de
metais (proteinas ligadoras de metais e as heme oxidases) e as substancias nao
protéicas oriundas da dieta (polifendis, vitaminas antioxidantes, acido alfa-lipéico,
etc.)*®.

Nesse sentido, a LDL, como um ponto chave na aterogénese, € protegida
da acao de radicais livres, principalmente ROS, pela acdo de antioxidantes
lipofilicos em sua estrutura. Os principais antioxidantes da LDL sdo o alfa-
tocoferol, os carotendides e o ubiquinol-10%.

Diante da ligacao entre o a oxidagédo da LDL e a aterogénese, forma-se um
forte campo investigativo sobre os possiveis efeitos dos antioxidantes na

prevencado do desenvolvimento e da progressao da doencga aterosclerética. Neste
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contexto destacam-se como os antioxidantes de interesse para essa reviséo, os

flavonoides e a vitamina E (alfa-tocoferol).

Os Flavondides e aterosclerose:

Os flavondides sdo compostos nao nutritivos, com potente atividade
antioxidante devido a presenca de inumeros radicais fendlicos. Sdo amplamente
distribuidos no reino vegetal e com diversas estruturas quimicas, podendo ser
classificados em: antocianinas, flavonas, isoflavonas, flavondis, calconas,
catequinas, dihidroflavondis e lignanas?.

Estudos citados por Cheng5, demonstraram a relagcédo entre os flavondides
presentes no cha verde e a disfuncdo endotelial. Um dos flavondides mais ativos
desse tipo de cha, a epicatequina-galica, pode ativar a o6xido nitrico sintase
endotelial pela via da fosfatidilinositol-3-OH-quinase, proteina quinase dependente
do AMPc e pela via dependente da ativagdo do Akt levando a vasodilatagdo do
endotélio. Esses flavondides podem ainda, inibir a hiperplasia endotelial e suprimir
a proliferacdo de tecido muscular endotelial®.

Em 2001, Riemersa et a associaram o consumo de cha verde, fonte de
substancias polifendlicas, e o aumento do potencial antioxidante no plasma.
Kasoaka et al, demonstraram claramente que a ingestao de flavondides pela dieta
€ capaz de suprimir a oxidacédo da LDL. O uso dessas substancias é recomendado
quando a dieta é insuficiente em vitaminas com atividade antioxidante ou quando
aumentam as necessidades destas vitaminas no organismo, como nos individuos

fumantes?.
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Stangl et al, estudaram o efeito de flavonoides encontrados na maga, sobre
a expressao de moléculas de adesdo e a agregacdo plaquetaria em células
endoteliais da veia umbilical humana (HUVERCs) e observaram uma reducédo do
estimulo da expressdo de moléculas de adesdo endotelial (VCAM, ICAM e
selectina-E) via TNF-a e IL-1B. Nas plaguetas diminuiu a Difosfato e Adenosina
(ADP) reduzindo assim a agregagao plaquetaria estimulada pelo ADP. Tais
resultados mostraram o efeito benéfico dos flavondides sobre a instalagdo e
progress&o das doencas cardiovasculares?.

Apesar dos resultados expressivos sobre a agdo dos flavondides na
aterogenicidade in vitro, os seus efeitos in vivo ainda sdo controversos, mas
mostram evidéncias benéficas no consumo alimentar dessas substancias.

Aviram et al estudaram o efeito do suco de roma no desenvolvimento da
aterosclerose tanto em humanos quanto em camundongos geneticamente
modificados (“knock out” para o gene Apo E, homozigdticos). Observaram que o
consumo das substancias polifendlicas da roma estava associado a reducédo na
agregacgao plaquetaria e monocitaria, a reducdo da susceptibilidade da LDL a
oxidacdo e a retengdo da LDL no citoplasma celular. Verificaram reducdo do
tamanho da placa de ateroma e diminuicdo das células espumosas nos cortes
histoldgicos da aorta dos camundongos'’. Em outro estudo realizado com o
mesmo modelo animal o extrato de roma apresentou efeito sobre placas
ateromatosas avangadas. Além da redugao do estresse oxidativo em macrofagos

e a reducao no fluxo de colesterol na célula®®.
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Em camundongos deficientes em Apo E, alimentados com extratos
polifendlicos do gengibre® e com acido caféico (flavonoide encontrado na prépolis
e no mel)?®, foi observada atenuacéo da aterogénese. Sendo esse efeito atribuido
a reducao do estresse oxidativo sistémico durante o processo patoldgico.

Além do efeito antioxidante os flavondides parecem atuar também sobre a
HDL aumentado seu nivel no plasma, como demonstrado no estudo de Yang &
Koo>. Atuam ainda inibindo as enzimas cicloxigenase (COX) e lipoxigense (LOX),
reguladoras do metabolismo de acidos graxos poliinsatirados e da formagéao dos
ecosandides®, e inibindo a agregacao palquetaria, um dos principais mecanismos
do infarto do miocardio e da angina pectoris®.

Dentre as varias fontes vegetais de flavondides, como o cha verde, a
cebola, o cacau, a soja, o aipo e a chicéria®*, destacam-se as uvas e vinhos™>.

Estudos epidemiolégicos relacionam menores indices de doengas
cardiovasculares na Franga ao consumo de vinho, visto que tais indices em outros
paises desenvolvidos, com fatores de risco semelhantes, sdo significativamente
maiores>®. O consumo regular de vinho tinto estd associado a diminuicdo na
formacéao de placa ateroscleroética, ao aumento nos niveis plasmaticos de HDL e a
inibicdo da agregacdo plaquetaria®. Sendo encontrado efeito significativo do
consumo de suco de uva na diminuicdo da agregacéao plaquetaria e oxidagéo da
LDL in vitro®.

Os principais flavondides encontrados nas uvas sao: flavondis, acidos
fendlicos, antocianinas, catequinas, proantocianinas, epicatequinas, flavina,
cianidina, miricetina e quercitina, encontrados principalmente na casca e

sementes?.
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Cui et al demonstraram que o consumo de extrato de uva teve efeito
cardioprotetor, recuperando com maior eficiéncia a isquemia ventricular em ratos
com ingestdo oral do extrato durante trés meses®’.

O efeito cardioprotetor parece estar relacionado, ainda, com o aumento da
liberacdo de oxido nitrico pelas plaquetas, diminuicdo na liberacdo de radicais
superoxidos, aumento dos niveis de alfa-tocoferol e aumento na atividade
antioxidante de proteinas plasmaticas™*.

Vison et al, em estudo com hamsters apresentando estria gordurosa pré-
induzida, observaram maior efeito antiaterogénico do suco de uva quando
comparado com o vinho tinto®®. Resultado semelhante foi encontrado por Strocker
& O’Halloram, em estudo com camundongos Apo E deficientes. Observaram
ainda, efeito sinérgico dos polifendis encontrados no vinho tinto sem alcool com a
administracdo de vitamina E. Contudo ndo observaram redugao na peroxidagao

lipidica na parede vascular®.

Vitamina E e aterosclerose:

Vitamina E € o nome genérico de oito compostos constituidos de anel
cromanol ligado a uma cadeia lateral alifatica, denominados tocoferois e
tocotrienois. O composto com maior atividade vitaminica é o alfa-tocoferol, sendo
considerado o mais potente antioxidante lipossoluvel encontrado na natureza.

Sua agao antioxidante resulta da doagao de um atomo de hidrogénio de sua
molécula ao radical peroxil, formando o hidroperoxido estavel denominado radical
tocoferil. Esse radical pode reagir com os radicais cromanoxil, alcoxil ou peroxil,

podendo ser transformando novamente em alfa-tocoferol*°.

11
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As principais fontes alimentares da vitamina E s&o de oOleos vegetais, tais
como o 6leo de girassol, de oliva e de améndoas, cuja isoforma predominante da
vitamina é o alfa-tocoferol. Os demais 6leos vegetais, como o éleo de soja, sdo
ricos em gama-tocoferol. Este por sua vez é a principal isoforma da vitamina E
encontrada na dieta ocidental*’.

Na aterogénese in vivo o alfa-tocoferol: inibe a expressao de moléculas de
adesdo de mondcitos no endotélio**, recupera a disfungdo endotelial
desencadeada pela LDL-OX, preserva a vasodilatagdo endotélio-dependente,
reduz a agregacdo e adesao plaquetaria, previne a modificagdo oxidativa da
LDL*, modifica a proteina AP-1 inibindo a proliferacdo de células musculares
lisas, evita a hemolise e modula o metabolismo do acido araquiddnico, protegendo
os acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa contra a oxidagédo e modulando
a sintese dos ecosandides, moduladores da resposta inflamatoria*®.

Estudos epidemioldgicos, apesar de controversos, mostram efeito benéfico
do alfa-tocoferol na progressdo da aterosclerose’. Estudo com a suplementagao
de 200Ul de acetato de alfa-tocoferol em homens fumantes por 2 meses, foi
observado a reducao da susceptibilidade da LDL plasmatica a oxidagao além do
aumento na concentracdo de alfa-tocoferol na LDL e HDL, comprovando o efeito
antioxidante da vitamina®®. Em individuos com fator de risco para doenca
cardiovascular o alfa-tocoferol, administrado em baixas doses, nao foi capaz de
diminuir os niveis de colesterol**.

Os estudos clinicos revisados por Mutcanu, et al mostram que a presenca

de fatores confundidores como idade, sexo, polimorfismo genético, além da falta

de padronizagdo das metodologias de pesquisa, tornam os resultados desses
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estudos controversos’. Esses resultados podem ser explicados pela complexa
acao molecular da vitamina E na modificagdo oxidativa da LDL. Visto que mesmo
em niveis normais da vitamina no organismo observam-se deposi¢cao de lipidios
oxidados*®. Jachéc et al estudaram os niveis de produtos da peroxidagao lipidica
em lesdes atereosclerdticas extraidas cirurgicamente de humanos. Observaram
propagagao do processo oxidativo na lesdao apesar de uma correlagdo inversa
entre os metabdlicos da peroxidaco lipidica e os niveis de vitamina E*'.

Peluzio et al estudaram o efeito da suplementacéo dietética de a-tocoferol
(400mg/Kg de dieta) em camundongos geneticamente modificados (“knock out”
para o gene Apo E, homozigdticos) sobre o desenvolvimento da placa
ateromatosa. Demonstraram a eficiéncia no retardo do desenvolvimento de estrias
gordurosas na aorta dos animais, sugerindo que o uso da vitamina pode ser
efetivo na prevencéo da aterosclerose*?. Resultado semelhante foi encontrado por
Zhao et al, no mesmo modelo de experimentacdo. Observaram que a
suplementacdo de 2000UI/Kg na ragao resultou em menor desenvolvimento da
placa de ateroma. Justificaram tal efeito pela redugcdo da peroxidagao lipidica via
lipoxigenase®®.

Cyrus et al, em estudo com camundongos knock out para receptores de
LDL, alimentados com uma dieta suplementada com 2,1Ul/g de dieta com alfa-
tocoferol, apresentaram reducdo da progressdo da placa de aterosclerose,
reducdo em parametros do processo inflamatério. Contudo, n&o observaram

alteragdo no metabolismo lipidico dos animais*®.
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Consideragoes finais:

Evidéncias ligando a ingestdo de antioxidantes a aterosclerose em
humanos ainda séo circusntanciais, embora alguns estudos mostrem uma relagao
inversa entre o consumo de antioxidantes e a incidéncia de doencas
cardiovasculares. Isso se deve a limitagdo dos estudos dos varios estagios da
aterosclerose em humanos. Deste modo, estudos experimentais permitem uma
investigacao minuciosa, isenta de fatores confundidores durante todo o processo
de aterogénese®.

Os estudos do desenvolvimento da aterosclerose in vivo exigem modelos
animais especificos. Os modelos animais mais utilizados para esses estudos sao
coelhos hipercolesterolémicos e camundongos Apo E deficientes e knock out para
o receptor de LDL. Esses modelos apresentam maior proximidade com o
metabolismo humano de lipoproteinas®™.

Os estudos apresentados mostram que a acédo dos flavondides e do alfa-
tocoferol vao além de suas propriedades antioxidantes. Influenciam, também, na
modulacdo de varias rotas da patogénese da aterosclerose. Entretanto, os
estudos nao apresentam resultados consensuais sobre a quantidade dessas
substancias que seria a mais adequada para a promogao dos efeitos benéficos, e,
principalmente, se essa quantidade seria viavel para o consumo de humanos.

Diante do exposto pode-se concluir que sao necessario estudos adicionais
que evidenciem o mecanismo de acao dos flavondides e do alfa-tocoferol com o
objetivo de estabelecer a quantidade adequada a ser recomendada para a
producdo dos efeitos benéficos, antioxidantes, e para evitar os efeitos pro-

oxidantes dessas substancias, quando administrados em altas doses
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Apés a elucidacdo dos mecanismos envolvidos e a determinagcdo da dose

otima para a promogao dos efeitos antioxidantes, essas substancias poderéo ser

uma alternativa na prevencédo e no tratamento das doencgas cardiovasculares.
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Introdugéo

UTILIZAGAO DE POLIFENOIS DO EXTRATO UVA (Vitis vinifera L) E DA
SUPLEMENTAGAO ALIMENTAR COM a-TOCOFEROL NO

DESENVOLVIMENTO DA ATEROSCLEROSE EM CAMUNDONGOS APO E-/-.

1. Introducgao:

As principais causas de morte no mundo ocidental sdo as doengas
cardiovasculares, cujas principais manifestagdes sao o infarto, as embolias e os
acidentes vasculares cerebrais (AVC) (MITCHELL, 2005). Essas doengas estédo
relacionadas a diversos fatores do mundo moderno que vao desde o estresse
fisico, mental, emocional e quimico, aos fatores classicos como sedentarismo,
habito alimentar inadequado, habito de fumar e alcoolismo (STOCKER &
KEANEY,2004).

A aterosclerose € a principal representante da sindrome de alteragdes que
envolvem as doencas cardiovasculares. E caracterizada pelo acimulo de lipidios
no interior de macréfagos, dando origem as células espumosas. Essas células
acumulam-se na intima de artérias e veias, diminuindo a luz vascular e
comprometendo o fluxo sanguineo. A génese do ateroma, ou seja, o inicio da
lesdo aterosclerotica parece estar diretamente ligada a modificagdo oxidativa da
lipoproteina de baixa densidade- LDL (Low Density Lipoprotein). (STOCKER &
KEANEY,2004).

Durante o metabolismo energético varias espécies quimicas instaveis,
denominadas radicais livres, sdo formados. Os principais radicais livres formados

no organismo sao os radicais derivados do oxigénio, as espeécies reativas de
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oxigénio (ROS- Reactive Oxigen Species). Essas espécies sao formadas na
mitocondria por meio da cadeia respiratéria. Sdo capazes de reagir com lipidios
livres no citoplasma celular, lipidios das membranas, proteinas, RNA e DNA
alterando a fisiologia celular. Para restaurar o equilibrio fisiologico celular, ou evitar
a acao deletéria dos radicais livres, existe um aparato de defesa antioxidante. Ou
seja, existem umas séries de substancias quimicas endogenas e exdgenas que
inibem a cascada de reagbdes promovida pelos radicais livres. Estas reacgdes
poderem culminar em dano para os sistemas organicos (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). A defesa antioxidante do organismo conta com proteinas
de transporte e enzimas quelantes de ions ferro e cobre, altamente reativos,
antioxidantes oriundos da alimentagdo como vitaminas ( A,C e E), polifendis e
moléculas de baixo peso molecular como o acido lipdico.

O desequilibrio entre os radicais livres e a defesa antioxidante é a
caracteristica basica do estresse oxidativo, processo esse que pode dar origem a
uma série de eventos patoldgicos, entre eles a aterosclerose (SIES, 2000).

Os alvos mais susceptiveis a agao dos radicais livres sdo os acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa, encontrados principalmente em membranas
celulares e na camada externa das lipoproteinas. A oxidagdo desses lipidios
resulta na formacao de hidroperéxidos lipidicos. Diante da susceptibilidade dos
lipidios a oxidacao, o estresse oxidativo € um dos principais responsaveis pela
modificagdo oxidativa da LDL (ESTERBAUER et al, 1992).

A LDL oxidada induz a uma série de eventos inflamatorios, como a

expressao de quimiocinas, de fatores de crescimento e de moléculas de adesao e
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agregagao monocitaria. Induzem também a proliferacdo e a migracdo da
musculatura lisa e quimiotaxia de células inflamatoérias (BATOLUNI, 1997).

Os mondcitos atraidos pelos fatores quimiotaxicos se diferenciam em
macrofagos na intima vascular. Esses passam a endocitar as moléculas oxidadas
de LDL, por meio de receptores varredores ou garis, conhecidos como
scavengers, adquirindo um aspecto espumoso. Essa caracteristica morfolégica se
deve ao fato da lipoproteina modificada ndo ser metabolizada, acumulando-se no
citoplasma celular (BATOLUNI, 1997). Os macrofagos repletos de colesterol séo
chamados de células espumosas (foam cells), que sdo as unidades basicas da
lesdo aterosclerdtica. Em adigdo a LDL, outras lipoproteinas contendo ApoB,
chamadas lipoproteinas (a) e remanescentes, podem acumular-se na camada
intima e promover aterosclerose (LUSIS, 2000).

Nesse sentido os antioxidantes sdo fundamentais para o combate a
modificagcdo oxidativa da LDL. Em situagdes criticas desencadeadas pela
exposicdo a agentes patologicos de diferentes origens, a defesa antioxidante
enddégena ficara comprometida, sendo necessaria a agcdo de antioxidantes da

dieta (KATIOLA et al, 2005).
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2. Objetivo:

2.1 Objetivo geral:

Avaliar o efeito do consumo de polifendis do extrato de uva niagara (Vitis
vinifera L.) e da suplementagdo alimentar de a-tocoferol no desenvolvimento da
aterosclerose em camundongos Apo E-/-, e do possivel efeito sinérgico do uso

simultaneo dos antioxidantes.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Verificar se ha modificacdo nas concentragcdes de colesterol,
triacilglicerdis e polifendis no soro, no figado e nas fezes dos
animais;

2.2.2 Verificar se ha modificagdo nas concentragdes de vitamina E sérica e
hepatica;

2.2.3 Verificar se ha redugdo na formacdo de malondialdeidos e
hidroperodxidos lipidicos;

2.2.4 Verificar se ha modificacdo no perfil de acidos graxos hepaticos e
fecais;

2.2.5 Avaliar o grau de evolugao das placas ateroscleréticas formadas pelos
camundongos ApoE-/- estudados;

2.2.6 Avaliar o tamanho das lesdes ateroscleréticas.
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3. Materiais e Métodos:

3.1 Animais e Dietas:

O estudo foi realizado com 49 camundongos C57BL/6 deficientes no gene
da Apo E, de ambos os géneros, mesma idade e pesos similares. Animais com
cinco semanas de vida receberam dieta aterogénica, por seis semanas, e apos
esse periodo os animais foram separados em quatro grupos com diferentes
tratamentos. Os tratamentos experimentais consistiam em: a) Controle, recebendo
dieta aterogénica e agua; b) Uva, recebendo dieta aterogénica e extrato de uva
Niagara; c) Tocoferol, recebendo dieta aterogénica suplementada com 400mg/Kg
de acetato de a-tocoferol e agua; e d) Uva/Tocoferol, recebendo dieta aterogénica
suplementada com 400mg/Kg de dieta de acetato de a-tocoferol e extrato de uva
Niagara. O tratamento perdurou por onze semanas, € 0s animais receberam dieta,
extrato e agua ad libtum. O peso e consumo alimentar dos animais foram
acompanhados semanalmente.

As dietas experimentais foram preparadas segundo protocolo da A.O.A.C.,
1989, contendo: Sacarose (50%), caseina (20%), celulose (5%), 6leo de soja
(1%), colesterol (1%), banha de porco (15%), mistura vitaminica (1%), mistura
mineral (5%) e bitartarato de colina (1%). A dieta suplementada continha ainda um
acréscimo de 0,04% de acetato de a-tocoferol.

O extrato de uva foi preparado com uvas Niagaras Rosadas (Vitis vinifera
L.) produzidas na regiao noroeste do estado de S&o Paulo, Brasil, adquiridas no
comércio local do municipio de Vigcosa, Minas Gerais, Brasil. As frutas passaram

por limpeza em agua corrente e higienizagao em solugao de hipoclorito a 500ppm.
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Apos esse procedimento 1,5kg de frutas foram processadas em liquidificador,
sofrendo um acréscimo de 10,0 mL de agua destilada. Apds o processamento a
mistura foi coada em pano de algodéo limpo para a retirada do extrato inicial. O
residuo retido no pano foi novamente processado no liquidificador com o
acréscimo de 10,0 mL de agua destilada e posteriormente coagem em pano de
algodao limpo, para a retirada do extrato final. O extrato foi acondicionado em
sacos plasticos e armazenado em freezer (-25°C), protegido de luz e oxigénio. O
extrato de uva foi ministrado para os animais na diluicdo de 1:5 extrato/agua
destilada. Foram dosados polifendis soltuveis e o teor de antocianinas.

Na ultima semana de tratamento foram recolhidas as fezes dos animais
diariamente, sendo essas acondicionadas em potes plasticos e armazenadas em
freezer (-25°C), até a analise bioquimica. Foram realizados dosagens de colesterol

total, triacilglicerdis, polifendis totais e perfil de acidos graxos.

3.2 Amostras de Soro, Figado, Coragao e Aorta:

Os animais foram colocados em jejum por 12 horas antes de sofrerem
eutanasia. O sangue foi coletado da artéria aorta abdominal e centrifugado (a
3400rpm por 15 minutos). O soro foi coletado, acondicionado em recipiente proprio
e armazenado em freezer (-25°C) até o momento das anadlises bioquimicas.
Foram realizadas dosagens de colesterol total, triacilglicerdis, vitamina E,
polifendis totais e hidroperéxidos lipidicos.

O figado dos animais foi coletado apds a eutanasia dos mesmos. O 6rgao

foi lavado em solugéo tampéo fosfato de sédio PBS (2,226g de NaH,PO,, 11,915¢g
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de Na;HPO4, 87,6g de NaCl e 1,12g de EDTA, solugdo em pH 7,3), pesado,
identificado e armazenado em freezer (-25°C) até o momento das analises
bioquimicas. Foram realizadas dosagens de colesterol total, triacilglicerdis,
vitamina E (a-tocoferol), malondialdeido, hidroperdxidos lipidicos e polifendis
soluveis. No tecido hepatico realizou-se, ainda, a analise do perfil de acidos
graxos.

O coragdo e a aorta foram retirados dos animais, sendo a artéria
seccionada até sua porgao toracica descendente. Os tecidos foram perfundidos e
lavados com solugdo tampao PBS e fixados em solugcdo de paraformoldeido a
10% em PBS, a temperatura ambiente. Os tecidos foram incluidos em parafina,
para obtencdo de cortes histologicos consecutivos de 5um de espessura. O
material foi corado com hematoxilina e eosina para analise morfolégica e
morfométrica. Os cortes foram avaliados ao microscopio Optico para a verificagéo
do inicio da lesdo. Observado o inicio da lesdo foram selecionados 16 cortes
intercalados por outros 5 cortes , representando a area total da lesao.

Devido a escassez de tecidos para a realizagdo das analises bioquimicas,

as amostras foram selecionadas aleatoriamente para realizacdo das mesmas.

3.3 Dosagem de Colesterol e Triacilglicerdis:

A dosagem de colesterol total e de triacilglicerois foi realizada por meio de
kits enzimaticos (doados pelos laboratérios KATAL e Bioclin) segundo a
metodologia de ALLAIN et al, 1974, e BUCOLO & DAVID, 1973. As analises

levaram em consideragdo a reagdo entre os perdxidos de hidrogénio (H20>)
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produzidos pela agdo das enzimas lipase lipoprotéica, glicerol quinase e
glicerolfosfato oxidade sobre os lipidios, e a enzima peroxidase, na presenca de 4-
aminoantipirina e p-clorofenol. A reagdo forma um composto de cor cereja. Nas
fezes e figado a dosagem foi realizada apds a extragéo dos lipidios dos tecidos.
Extragao esta realizada segundo método proposto por FOLCH et al, 1957, com
modificagdes segundo o proposto por PELUZIO et al, 2002. Em resumo, 100,0mg
de amostra foram homogeneizadas com 1,9 mL de solugao de cloroférmio/metanol
(2:1). A mistura foram acrescentados 400uL metanol e posteriormente realizada
centrifugagao da mistura a 5000 rpm por 10 minutos. A fase superior foi transferida
para tubo de ensaio seco, pesado e identificado. A solugéo acrescidos 800uL de
cloroférmio e 640uL de solugao aquosa NaCl 0,73% com posterior centrifugacao a
5000 rpm, por 10 minutos. A fase superior foi descartada e as paredes do tubo
foram lavadas trés vezes com 500uL de solugdo de Folch (3% de cloroférmio, 48%
de metanol, 47% de agua e 2% de NaCl 0,29%). Apos cada lavagem a fase
superior foi descartada. Os extratos lipidicos foram secos em estufa aberta a 50°C
e os lipidios quantificados pela diferenca de peso entre o tubo contendo os lipidios
e 0 mesmo tubo vazio, previamente pesado. Os tubos foram borrifados com N e
armazenados em freezer (-25°C) até as analises.

3.4 Dosagem de Vitamina E:

A extragao de vitamina E foi realizada segundo método proposto por UEDA
& IGARASHI, 1990. Em uma aliquota de 400uL de homogenato de tecido ou soro
foram acrescentados 1,0mL da solu¢do de pirogalol (6% em etanol). A mistura foi

aquecida em banho-maria, a 70°C, por 5 minutos. Foram adicionados 200uL de
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solugdo de KOH (60% em metanol) e a mistura foi novamente levada ao banho-
maria, a 70°C por, 30 minutos. Os tubos foram, entdo, resfriados em banho-de-
gelo. Foi acrescentado 4,5mL de NaCl 1,0%, a mistura foi homogeneizada. Foi
adicionado 3,0 mL de Acetato de Etila (10,0% em Hexano) e posterior
centrifugagao a 3400rpm, por 10 minutos. A fase superior foi retirada e reservada
em frasco ambar identificado. A solugao reservada foi seca em N e para a corrida
cromatografica, a amostra foi dissolvida em 100uL de n-hexano e injetada no
aparelho.

Para a analise da vitamina E foi utilizada Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), o aparelho estava equipado com detector espectrofotométrico
UV-visivel de arranjos de diodos (Shimadzu), coluna Lichrospher, RP-18 (4,0 x
250 mm, 5 ym). Foi utilizada como fase mdével uma mistura de acetonitrila,
metanol e hexano na proporcao de 3:95:2. O fluxo da corrida foi 1 mL/minuto e o
tempo de 10 minutos. O comprimento de onda utilizado no detector correspondeu
a absorbéancia maxima do a-tocoferol, 295 nm.

Para o preparo do padrao vitaminico, foram utilizados 10 mg de a-tocoferol
(Sigma-Aldrich®, EUA), que foi dissolvido em etanol a 96%, resultando numa
solugcado estoque de 100 pg/mL. Foi realizada uma varredura do espectro de
absorcao da solugdo padrao na faixa ultravioleta, utilizando os comprimentos de
onda de 190 a 350 nm. Para o calculo da concentracao real da solu¢cao padrao,
utilizou-se o Coeficiente de Absorcao Molar (g ) = 70,8. A partir das equacgdes de
regressao linear se calculou os valores das concentragcbes de a-tocoferol das

amostras.
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3.5 Dosagem de Polifendis Soluveis:

A determinagdo dos polifendis foi realizada segundo o método de
SINGLETON & ROSSI (1965). A 100uL de amostras diluidas 10 vezes foram
acrescentadas de 3,0 mL de solugdo de Na;COs; 2% e 100uL de reagente de
Folin-Ciocalteu (diluido 5x). A mistura foi homogeneizada e colocada em repouso
por 60 minutos em temperatura ambiente. Apos o tempo de reagédo a absorbancia
das amostras foi verificada em Espectrofotometro GBC UV/VIS 911-A a 750nm.
Para a determinacdo da concentragcdo dos polifendis soluveis foi construida uma
curva padrao utilizando o acido galico como padrao, em solugdes diluidas para se

obter linearidade: 0,005g/l até 0,08g/L.

3.6 Determinacgao de Antocianinas do Extrato de Uva:

O teor de antocianinas foi obtido com base na técnica proposta por LEES &
FRANCIS, 1972. O extrato de uva foi diluido em solugédo de etanol 70% na
propor¢do 1:5. O pH da mistura foi ajustado para 2,0 por meio da adigdo de
solugédo de HCI 1Mol/L. A mistura foi colocada sob refrigeracédo por 24 horas,
protegidas da luz e oxigénio. Apds o tempo de extragdo a mistura foi filtrada. O
filtrado foi transferido para um baldo volumétrico e acrescido de solugao de etanol
70% até o volume de 25 mL. O conteudo do baldo foi transferido para um funil de
separacao. Acrescentou-se solugao de éter etilico: éter de petroleo (1:1), recolheu-
se a fase inferior. Desta retirou-se 2 mL e completou-se o volume com solugao de

etanol 70% para 5 mL. A absorbancia da mistura foi verificada em
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Espectrofotémetro GBC UV/VIS 911-A a 535nm, utilizando como branco a solugao
de etanol. Para a determinagdo da concentragcdo de antocianinas levou-se em
consideracdo um gy de 98,2m™'cm™. Sendo a concentragdo em g/100mL calculada
dividindo a absorbancia encontrada pelo g, equivalente.

3.7 Dosagem de Malondialdeido (MDA)

As quantidades de malondialdeido (MDA), produtos da peroxidacéo lipidica
susceptiveis a oxidagdo com o acido tiobarbiturico, foram dosadas segundo o
meétodo desenvolvido por GUTTERIDGE & HALLIWELL, 1990. Em uma aliquota
de 1,0 mL de suspensdo do homogenato da amostra foi acrescentado 2,0 mL de
reagente T-BARS. A mistura foi homogeneizada e aquecida em Banho-Maria a
80°C por 15 minutos. Depois de resfriada, a mistura foi centrifugada a 3400 rpm
por 10 minutos (para a separagao do precipitado) e o sobrenadante foi analisado
em Espectrofotdbmetro GBC UV/VIS 911-A a 535nm contra um branco contendo
tampao PBS. O calculo da quantidade de MDA em nmoles foi calculado levando-
se em consideragao um Coeficiente de Extensdo ou de Absor¢cao Molar (gp) de

0,156.

3.8 Dosagem de Hidroperéxidos Lipidicos

Os subprodutos da peroxidagao lipidica capazes de oxidar o ions ferroso
(Fe**) em férrico (Fe**), foram dosados segundo método proposto por NOUROOZ-
ZADEH et al, 1994. Foram realizados dois ensaios. No primeiro a uma aliquota de
45uL de suspensao do homogenado da amostra foram acrescidos de 5uL de

solucao de TPP (Trifenilfosfina 1nM em metanol). A mistura reagiu a temperatura
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ambiente por 30 minutos. Apds esse periodo foram acrescentados 450uL de
solugdo de FOX-2 (solugdo contendo um volume de solugdo de indicador
colorimétrico alaranjado de xilenol e sulfato ferroso amoniacal dissolvidos em
250nM de H,SO4, e nove volumes de solugdo de BHT-hidroxitolueno butilado,
4mM em metanol). A mistura reagiu a temperatura ambiente por 30 minutos. A
mistura foi centrifugada a 12000rpm por 5 minutos. No segundo ensaio uma
aliquota de 50uL de amostra foi acrescida de 450uL de solugcédo de FOX-2, a
mistura reagiu a temperatura ambiente por 30 minutos. Apdés a reacdo foi
centrifugada a 12000rpm por 5 minutos. Os sobrenadantes de ambos os ensaios
foram lidos em Espectrofotometro GBC UV/VIS 911-A a 560nm contra um branco
contendo tampao PBS. O calculo da quantidade de hidroperoxidos foi realizado
considerando um g, de a 3,4x10°m™'ecm™. Sendo a concentragdo expressa em mol
calculada dividindo a absorbancia encontrada pelo gy equivalente. Para a
quantificagdo dos hidroperoxidos ndo perdxidos de hidrogénio (H202) os
resultados obtidos no primeiro ensaio foram subtraidos dos resultados obtidos no

segundo.

3.9 Analise do Perfil de Acidos Graxos:

Apés extracdo dos lipidios dos tecidos hepatico e fecal realizou-se a
saponificacdo e esterificacdo dos extratos lipidicos para a analise em
Cromatografia Gasosa (CG). A metodologia empregada para saponificagdo e
esterificagdo do extrato lipidico foi proposta por HARTMAN & LAGO (1986). Em

resumo a uma aliquota de 50mg de lipidio, oriundos do extrato lipidico, foi
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acrescentado 4,0 mL de reagente de saponificagcdo (NaOH em metanol), a mistura
foi aquecida em banho-maria, a 80°C, por 15 a 20 minutos. Foram adicionados
10,0 mL de reagente de esterificacdo, a mistura foi novamente levada a banho-
maria, a 80°C, por 10 a 15 minutos. Depois do aquecimento a mistura foi esfriada
até 40°C e nela adicionou-se 0,5 mL de hexano e 5,0 mL de solucdo de NaCl
20%. A mistura foi homogeneizada em vértex. A fase superior foi recolhida em
frasco Ambar identificado. A mistura restante no tubo foi adicionado 0,5mL de
hexano, realizou-se nova homogeneizagao e coleta da fase superior para o frasco
ambar. O solvente foi seco em nitrogénio. O extrato lipidico saponificado e
exterificado foi ressuspenso em hexano, na concentragdo de 50mg/mL. Para a
corrida cromatografica foi injetado uma aliquota de 1ulL da solugdo em
cromatografo da marca CG-17* Shimadzu/Class, equipado com coluna
cromatografica de silica fundida SP-2560 (biscianopro2pil polysiloxane) de 100m e
0,25mm de diametro. O gas de arraste (fase movel) foi o nitrogénio. A corrida teve
inicio com a temperatura da coluna em 100°C, aumentando 10°C/min até atingir
180°C. Apos esse periodo a temperatura da coluna aumentou 1°C/min até atingir
240°C, permanecendo nessa temperatura por 10 min. As temperaturas do injetor e
detector foram 250°C e 270°C, respectivamente. A identificacdo dos acidos graxos
levou em consideragao os tempos de retencdo de um padrao de ésteres metilicos

de acidos graxos padrao (Supelco™ 37 Component FAME Mix).
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3.10 Analise Morfolégica e Morfométrica:
A analise morfologica foi realizada segundo a classificagdo proposta por
STARY et al, 1995. Considerou-se a presenga de caracteristicas histopatologicas

especificas de seis diferentes graus da lesao aterosclerética (Quadro1).

Quadro 1: Seis diferentes graus de lesédo aterosclerética (I a VI) e suas

caracteristicas morfoldgicas.

Tipo Caracteristicas

I Espessamento do endotélio com acumulo inicial de macrofagos repletos de

colesterol

I Acumulo acentuado de macrofagos repletos de colesterol

1] Acumulo de pequenos pools de lipidios na intima vascular

v Formagao de um nucleo lipidico

V | Formacéao de nucleo lipidico e capa fibrosa, ou varios centros lipidicos e uma

camada fibrética, ou a presenga de calcificagao.

Vi Defeitos na camada superficial da placa, presenga de hematoma-

hemorragico e trombo.

Fonte: STARY et al, 1995

A analise morfométrica foi realizada utilizando-se a média da area das trés

maiores lesdes de cada animal. Utilizando-se para captura de imagens o
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microscopio oOptico Olympus Provis U-MCB acoplado, em camera digital Spot
Insight Color e computador. As imagens foram medidas por meio do software
Image-Pro Plus 4.5, do Laboratério de Anatomia Vegetal, do Departamento de

Biologia Vegetal, da Universidade Federal de Vigosa.

3.11 Analise Estatistica:

Foi realizado teste de normalidade em todas as variaveis estudadas, para a
escolha do melhor teste estatistico. Quando a distribuicdo dos dados apresentou-
se ‘normal’ (sobre uma Curva de Gauss), foi realizado o teste analise de variancia
ANOVA complementado pelo teste de comparagées multiplas de Tukey. Quando
os dados nao apresentaram distribuicdo normal foi realizado o teste nao
paramétrico de Kruskal — Wallis complementado pelo teste de comparagdes
multiplas de Dunn’s. Foi admitido um nivel de significAncia (p) inferior a 5%,
conferindo ao estudo uma confiabilidade de 95%.Para a analise dos dados foi
utilizado o software Sigma Stat 2.03. Os dados foram apresentados em meédias,
desvios padrao e medianas.

Para a andlise histolégica foi realizado o teste estatistico Qui-quadrado,
admitindo-se um nivel de significancia (p) inferior a 5%, conferindo ao estudo uma

confiabilidade de 95%, utilizando-se o software Epilnfo 6.
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4. Resultados:

4.1 Consumo Alimentar e Crescimento dos Animais

Os tratamentos néo influenciaram no consumo alimentar e crescimento dos
animais (ganho ponderal, peso do figado e peso relativo do figado) (Tabela 1).
Como esperado devido a suplementagcdo o consumo de a-tocoferol foi de dez

vezes maior nos grupos suplementados.

4.2 Consumo do Extrato de Uva e Teores de Polifendis e Antocianinas

do Extrato

O consumo estimado de extrato de uva dos animais foi de 9,7

mL/dia/animal, obtendo um consumo de 32,11mg de polifendis por dia (Tabela 2).
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Tabela 1: Parametros de crescimento dos animais, peso inicial e final, peso do figado, peso relativo e consumo de dieta e

a-tocoferol nos diferentes grupos experimentais de camundongos Apo E-/-:

Controle Tocoferol Uva Uva e Tocoferol
Parametro (n=12) (n=9) (n=15) (n=13)
n c md u c md n c md n c md
Peso Inicial(g) 14,25 2,22 15,00 16,07 1,44 16,00 16,00 3,53 15,00 16,00 3,92 15,00
Peso final(g) 23,50 4,34 23,00 23,83 1,57 24,00 22,33 2,83 24,00 25,30 3,83 25,5
Peso do figado(g) 1,39 0,20 1,39 1,34 0,17 1,34 1,28 0,12 1,29 140 0,32 1,45
Peso Relativo do
Figado (%) 548 0,54 570 556 0,77 578 533 0,69 533 579 121 6,17
Consumo semanal
de dieta(g/animal) 18,24 586 17,3 18,30 5,27 17,7 19,07 6,59 18,3 18,65 6,53 17,6
Ingestao estimada
de a-tocoferol ~ 0,018° 0,175° 0,019 0,179°

(mg/semanal/animal)

Letras diferentes na mesma linha representam diferenga estatistica p<0,05. Segundo o teste estatistico ANOVA/Tukey.
p: Média

o : Desvio Padrao

md: Mediana
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Tabela 2: Teor de polifendis e antocianinas do extrato de uva oferecido aos

diferentes grupos experimentais de camundongos Apo E-/-:

Teor no extrato sem diluicao Teor estimado ingerido

pelos animais

Polifendis totais 331,00 £+ 51,00 mg/100g 33,11 mg/dia
Antocianinas 248,75 + 132,45 mg/100g 24,13 mg/dia

4.3 Determinagao do Colesterol Total e dos Triacilglicerdis Séricos,
Hepaticos e Fecais.

Os antioxidantes apresentaram um efeito hipocolesterolémico, com uma
redugcdao de 15,71% nos niveis séricos de colesterol total dos animais que
receberam extrato de uva, 35,85% de reducao nos niveis séricos dos animais que
receberam o-tocoferol e 43,54% no grupo que recebeu ambos antioxidantes
(Tabela 3).

Os niveis hepaticos de colesterol também se apresentaram menores
naqueles animais que receberam antioxidantes. Observou-se uma redugdo de
44,80% no grupo que recebeu extrato de uva, 48,80% no grupo que recebeu o-
tocoferol e de 67,46% nos niveis hepaticos do grupo que recebeu ambos
antioxidantes (Tabela 3).

Observou-se um aumento da excrecao fecal de colesterol nos animais que
receberam apenas extrato de uva ou a-tocoferol isoladamente. Os animais que
receberam extrato de uva apresentaram um aumento de 50,37% e os animais que

receberam a-tocoferol um aumento de 69,06%, na excrecao fecal de colesterol.
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Os dois antioxidantes quando ministrados em conjunto ndo induziram aumento da
excregao fecal (Tabela3).

Os tratamentos n&o influenciaram os niveis séricos e hepaticos de
triacilglicerdis. Contudo o consumo de extrato de uva levou a um aumento

significativo na excregao fecal do lipidio (Tabela 3).
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Tabela 3: Niveis de colesterol total e triacilglicerois séricos, hepaticos e fecais nos diferentes grupos experimentais de

camundongos Apo E-/-:

Parametro Controle Tocoferol Uva Uva e Tocoferol
1) o md V) o md 1) o md 1) o md
Colesterol total N=12 n=9 n=12 n=12

Sérico(mg/dL)  1024,71% 83,21 1010,82 657,36° 69,65 630,38 863,74 132,47 885,61 578,56° 196,27 601,38
Hepatico(mg/g) 25,78 261 24,80 1320° 3,13 13,00 14,23° 332 14,07 839° 201 830

Fecal(mg/g)* 14,77 252 14,35 24,97°° 054 2458 2221° 363 2385 18,27° 1,91 17,69

Triacilgliceréis n=6 n=6 n=6 n=6

Sérico(mg/dL) 204,07 90,00 178,89 132,21 30,01 139,96 146,07 62,77 124,16 127,43 45,17 110,50
Hepético(mg/qg) 85,78 24,58 89,50 87,41 1294 91,42 63,34 14,67 66,44 83,68 24,12 86,14
Fecal(mg/g)* 2,042 1,07 2,01 - - - 17,21®> 354 17,51 17,91° 120 17,84
Letras diferentes na mesma linha representam diferenga estatistica (p<0,05). Segundo o teste estatistico ANOVA/Tukey.
p: Média
o : Desvio Padréo

md: Mediana
* Pool de amostras.
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4.4 Determinagcdao de Vitamina E e Polifendis Séricos, Hepaticos e
Fecais.

O nivel sérico de vitamina E apresentou-se maior no grupo que recebeu
ambos antioxidantes. Observou-se que os animais que receberam apenas extrato
de uva apresentaram niveis semelhantes aqueles que receberam a-tocoferol. Os
niveis hepaticos de vitamina E apresentaram uma reducao de 57,30% nos animais
que receberam apenas extrato e uma reducdo de 45,16% nos animais que
receberam extrato de uva e a-tocoferol (Tabela 4).

O tratamento com extrato de uva nao alterou os niveis séricos e hepaticos
de polifendis, contudo observou-se redugao na excrecgao fecal de 64,96% no grupo
que recebeu apenas extrato de uva e de 58,09% no grupo que recebeu ambos

antioxidantes(Tabela 4).
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Tabela 4: Niveis de vitamina E e polifendis, séricos, hepaticos e fecais nos diferentes grupos experimentais de

camundongos Apo E-/-:

Parametro Controle Tocoferol Uva Uva e Tocoferol
n c md n c md n c md n c md
Vitamina E n=6 n=5 n=5 n=7
Sérico(mg/dL)* 2,24 4,95 6,45 8,25
Hepatico(ug/g) 16,23* 1,96 16,41 19,79 6,89 19,89 6,93° 1,70 6,84 890° 2,27 8,85
Polifenéis n=10 n=9 n=10 n=10
soluveis

Séricolmg/dL) 4,33 0,81 436 4,81 0,27 479 415 0,60 4,04 4,28 147 4,41
Hepatico(mg/g) 6,82 2,66 6,72 744 344 791 429 201 299 469 1,84 4,95
Fecal(mg/g)* 1,68° 0,27 1,80 1,94 007 1,94 058 013 0554 0,70° 0,17 0,75
Letras diferentes na mesma linha representam diferenga estatistica (p<0,05). Segundo o teste estatistico ANOVA/Tukey.
p: Média
o : Desvio Padrao

md: Mediana
* Pool de amostras.
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4.5 Determinacdo de MDA e Hidroperéxido Lipidicos Séricos e
Hepaticos

Os tratamentos ndo influenciaram os niveis hepaticos de MDA como pode
ser observado na Tabela 5.

Nos hidroperédxidos lipidicos tanto séricos quanto hepaticos ndo se
observou diferenga significativa com os tratamentos com os antioxidantes.
Contudo nota-se uma tendéncia a reducdo desses niveis quando foram
ministrados tanto o extrato de uva e o a-tocoferol. Os animais que receberam
extrato de uva e a-tocoferol apresentaram uma redugéo de 38,01% no niveis
séricos e de 38,44 % nos niveis hepaticos de hidroperoxidos em relacdo ao

animais do grupo controle (Tabela 5).
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Tabela 5: Parametros da peroxidacdo lipidica (malondialdeidos e hidroperoxidos lipidicos) nos diferentes grupos

experimentais de camundongos Apo E-/:

Parametro Controle Tocoferol Uva Uva e Tocoferol
n c md u c md n c md u c md
Malondialdeido n=5 =6 n=4 n=4
Hepatico 9,30 490 942 10,86 6,12 9,05 7,23 1,42 7,02 6,06 2,28 5,51
(nmol/g de figado)
Hidroperoxidos n=7 n=7 n=6 n=6
Lipidicos

Sérico(nmol) 275,84 152,25 197,06 346,88 79,22 248,53 270,22 187,57 105,62 171,00 60,45 161,03
Hepatico(nmol)  189,12%*° 75,07 191,18 211,76°® 95,47 161,76 319,61°° 187,10 285,29 116,42%° 40,47 111,77

Letras diferentes na mesma linha representam diferenga estatistica (p<0,05). Segundo o teste estatistico ANOVA/Tukey.
u: Média

o : Desvio Padrao

md: Mediana
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4.6 Determinagao do Perfil de Acidos Graxos Hepatico e Fecal

No tecido hepatico ndo houve alteragdo no perfil de acidos graxos
saturados e poliinsaturados totais. O tratamento com alfa-tocoferol apresentou
maior percentual de acidos graxos monoinsaturados total em relacdo ao
tratamento com extrato de uva. A suplementacdo alimentar com alfa-tocoferol
preservou o acido graxo oléico (C18.1), quando comparada a utilizagdo do extrato
de uva. O consumo alimentar de extrato de uva apresentou um maior percentual

do acido graxo 4,7,10,13,16,19-docosahexaendico ou DHA (C22.6) (Tabela 6).

Observou-se, no perfil de acido graxos fecal, redugao na excregao fecal de
DHA quando os animais receberam suplementagdo alimentar com alfa-tocoferol.
Nota-se que os tratamentos com antioxidantes proporcionaram um ligeiro aumento
na excrecgao fecal de acidos graxos saturados e menor excreg¢ao de acidos graxos

mono e poliinsaturados (Tabela 7).
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Tabela 6: Perfil de acidos graxos hepatico nos diferentes grupos experimentais de camundongos Apo E-/-:

Acidos Graxos Controle Tocoferol Uva Uva e Tocoferol
(n=12) (n=9) (n=14) (n=13)

(%) n c md n c md u c md u c md
Saturados 15,25 13,78 10,36 10,93 10,70 3,59 17,92 18,60 16,04 16,58 10,14 16,56
C16.0 16,41 1,35 16,88 - - 14,56 13,27 4,89 15,86 1571 417 17,79
C18.0 494 230 463 437 163 359 698 362 642 745 472 592
Monoinsaturados 64,35 17,94 67,29% 71,98 26,46 81,83% 48,09 20,06 44,76° 51,48 16,68 57,97%°
C15.1 23,17 4,18 23,04°™ 27,42 3,79 26,00° 21,32 3,18 20,91° 21,57 2,13 21,17
C16.1 251 0,83 244 293 108 2,88 246 163 247 244 099 2,26
C18.1 43,58 7,77 4515 47,50 14,13 49,997 32,57 14,30 25,44° 36,97 825 37,29%
Poliinsaturados 26,49 7,02 26,80 24,53 11,91 19,94 34,35 14,64 28,06 31,08 8,51 30,05
C18.2 14,57 2,72 13,90 20,02 10,06 15,23 12,53 2,12 12,60 13,19 2,36 13,07
C18.3 1,35 0,08 1,35 - - 188 084 037 086 - - 1,00
C20.4 820 250 554 578 138 554 1188 6,16 13,23 10,04 4,38 876
C22.6 567 232 514 470 194 394 1064 617 977 7,48 197 7,22

Letras diferentes na mesma linha representam diferenga estatistica (p<0,05). Segundo o teste estatistico Kuskal-Wallis/
Dunn’s.

u: Média

o : Desvio Padrao

md: Mediana
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Tabela 7: Perfil de acidos graxos fecal nos diferentes grupos experimentais de camundongos Apo E-/-:

Acidos Graxos* Controle Tocoferol Uva Uva e Tocoferol
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
(%) u c md u c md u c md u c md
Saturados 15,19 13,18 21,91 51,68 17,49 50,80 24,75 21,48 35,75 29,79 33,40 29,64
C18.0 22,03% 0,17 22,03 46,48° 5,06 4578 37,13 1,95 37,13 30,27* 2,08 30,27
Monoinsaturados 73,55 18,69 71,30 35,10 19,75 43,75 55,60 23,67 43,68 45,52 13,47 50,32
C151 17,63 11,13 22,15 22,92 1,88 23,30 24,89 0,87 25,38 22,48 3,43 22,48
C18.1 23,30 19,68 23,67 17,84 19,68 17,68 1553 5,84 12,99 21,91 7,17 22,89
Poliinsaturados 29,47 14,42 29,40 23,23 32,18 8,10 19,80 2,27 20,57 14,37 5,06 13,50
C18.2 804 251 804 4,08 0,71 419 522 164 4,31 522 292 475
C22.6 19,71 4,69 19,59 3,71° 3,80 3,71 14,58° 3,89 16,26 9,75° 6,48 9,75
Letras diferentes na mesma linha representam diferenga estatistica (p<0,05). Segundo o teste estatistico ANOVA/Tukey.
u: Média
o : Desvio Padrao
md: Mediana

*Pool de amostras
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4.7 Analise Morfolégica e Morfométrica das Lesdes ateromatosas dos
Grupos Experimentais de Camundongos ApoE-/-

Pela analise histologica das |laminas os animais do grupo controle e do
grupo uva e grupo tocoferol ndo apresentaram diferenga estatistica no grau de
evolucdo da lesdo, contudo os animais que receberam ambos antioxidantes,
extrato de uva e tocoferol, apresentaram menor grau de desenvolvimento da lesdo
aterosclerética (Tabela 8). Pode se observar a formacgao de centro lipidico, como a
presenca de cristais de colesterol. Observou-se também calcificacdo de algumas
areas da lesao e a formacéao de capa fibrosa (Figuras 1 e 2).

Na figura 1C observa-se a migragao de células inflamatérias para a area
subjacente a lesao inicial, tal formagao recebe o nome de ombro.

Nos animais que receberam suplementagcdo com a-tocoferol, sem extrato e
com extrato, as lesbes se apresentaram em menor grau de desenvolvimento. A
maioria das lesdes caracterizava-se pelo acumulo inicial de células espumosas e a
presenca de pequenos acumulos de lipidios (Figuras 3 e 4). A suplementagdo com
o-tocoferol nao foi capaz de prevenir a formacao de centros necroéticos e de capa
fibrosa, caracteristicas da lesdo avangada (Figura 3B).

A area da maior lesdo ateroscleroética, avaliado pela morfométria, ndo variou
nos diferentes grupos, demonstrando que os tratamentos nao influenciaram no

tamanho da lesao aterosclerética (Figura 5).
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Tabela 8: Classificacdo do grau de evolugdo das lesdes ateroscleréticas nos

diferentes grupos experimentais de camundongos Apo E-/-.

Grupo Classificacao das Proporgao de acordo com
lesGes estagio da lesao
Inicial Intermediario Avancado
Controle VL IIL 1LV, V,V,
(n=12) V, VL L IV 0,0% 50,0% 50,0%
Tocoferol i, v, 1, v, 11,1V,
(n=8) v, IV 37,5% 50,0% 12,5%
Uva V,V, IV, IV, IV, I,
(n=15) I, V,V, IV, IV, IV, 13,3% 53,3% 33,4%
i, m, v
Uvae IV, 1L IV, 1V,
Tocoferol* Vv, 11, 11, 1 30,0% 70,0% 0,0%
(n=10)

* Representam diferenca estatistica (p<0,05). Segundo o teste estatistico Qui-quadrado.
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Figura 1: Placas ateromatosas apresentadas por camundongos ApoE -/- do grupo

Controle. A: Aspecto histologico da lesao aterosclerética. B: Lesao
mostrada em A, em detalhe, observa-se centro lipidico (*), area de
calcificacdo (a) e a presenca de capa fibrosa (b). C: Leséao
aterosclerotica na fase inicial apresentando infiltracdo de células

inflamatorias.
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Figura 2: Placas ateromatosas apresentadas por camundongos ApoE -/- do
grupo Uva. A: Aspecto histolégico observado no aumento de 40x.
B: Lesdo mostrada em A, em detalhe, observa-se centro lipidico (*),
area de calcificagéo (a), presencga de capa fibrosa (b) e a presenca

de cristais de colesterol (c).
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Figura 3: Placas ateromatosas apresentadas por camundongos ApoE -/- do grupo
Tocoferol. A: lesao inicial observa-se o acumulo de células espumosas.
B: lesdo avangada, apresentando centros necréticos (*) e capas fibrosas

(seta).
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Figura 4: Placas ateromatosas apresentadas por camundongos ApoE -/- do grupo
Uva e Tocoferol . A: Aspecto histoldgico de uma leséo intermediaria. B:
lesdo mostrada em A, em detalhe, observa-se centro lipidico (*). C:

Leséao inicial com o acumulo de células espumosas (seta).
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Figura 5: Avaliagdo morfométrica da area da maior lesdo aterosclerdtica de
camundongos ApoE-/- alimentados com dieta aterogénica (Controle,

n=4), com a-tocoferol (Tocoferol, n=3), com extrato da uva (Uva n=4) e

extrato de uva e a-tocoferol (Uva e Tocoferol, n=5). Onde @® significa

cada medida e — significa a média das areas de maior lesao.
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5. Discussao:

Os resultados nao demonstraram influéncias do tratamento com polifendis e
com a-tocoferol no ganho ponderal e consumo alimentar. Também nao foram
influenciados pelo género dos animais, ou seja, machos e fémeas.

O consumo de polifendis foi 32,11 mg por dia, valor muito proximo a
ingestdo associada aos efeitos benéficos descritos para seres humanos, de 23,00
mg/dia (HERTOG et al, 1993). O consumo de o-tocoferol nos grupos
suplementados, como esperado, foi dez vezes maior em relagdo ao consumo dos
grupos nao suplementados, uma vez que o conteudo da vitamina na dieta
suplementada foi dez vezes maior. Apesar desse aumento, quando extrapolamos
esses valores para os valores recomendados para seres humanos, observamos
que um consumo dez vezes maior que o recomendado, de 15 mg/dia, acarretaria
em um consumo de 150 mg/dia. Esse nivel de ingestdo é inferior ao limite de
ingestdo maxima toleravel que € de 1000mg/dia. Sendo assim a suplementagao
utilizada nesse estudo seria segura, uma vez que ndo atinge o0s niveis que
poderiam levar a manifestacdes de efeitos adversos da vitamina (DRI, 2000).

Os resultados encontrados no peso relativo do figado indicam crescimento
satisfatorio dos animais independente do tratamento. Esse indice pode ser
utilizado como um parametro confiavel para a avaliagdo do crescimento uma vez
que, o figado é o principal 6rgdo do metabolismo sendo responsavel pela
distribuicdo e metabolizacdo de proteinas e lipidios, além do armazenamento e

metabolizagdo de uma série de nutrientes e ndo nutrientes (CARVALHO, 1995).
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No estudo de YANG & KOO (2000) ao contrario do presente estudo,
observaram uma reducdo no peso do figado de animais que consumiram cha
verde, uma das principais fontes de polifendis da alimentagdo humana. Atribuiram
esse efeito a acao inibitéria das catequinas do cha na absorgédo de lipidios no
intestino, inibindo a reabsorgdo dos sais biliares por modificar a formagado de
micelas e aumentar a excregao fecal de bile.

A hipercolesterolemia é um dos principais fatores de risco para a
aterosclerose. Niveis elevados de colesterol na corrente sanguinea podem levar a
alteracao da funcéo vascular, aumentando a permeabilidade da parede vascular a
moléculas de LDL, ponto chave na formagao do ateroma. Além disso, pode levar a
um aumento na expressdo de moléculas de adesdo endotelial e de substancias
quimiotaticas de macrofagos aumentando a formagao de células espumosas
(KOGA et al, 2004).

O efeito hipocolesterolémico dos polifendis e do a-tocoferol foi observado
no presente estudo com uma redugdo significativa também nos niveis de
colesterol hepaticos, associados a um aumento da excrecao fecal de colesterol.
Contudo, esse efeito dos antioxidantes estudados sobre os niveis de colesterol
ainda é controverso e parece estar mais relacionado ao consumo de polifendis do
que ao consumo de a-tocoferol.

Avaliando-se o consumo de polifendis do cha verde foi observado a
reducdo nos niveis de colesterol sérico e hepatico em ratos hipercolesterolémicos
(YANG & KOO, 2000). Contudo o consumo de cha verde por ratos que nao

sintetizam vitamina C, por outro lado, ndo reduziu os niveis de colesterol
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(KASAOKA et al, 2002), resultado também observado ap6s a ingestao oral de
acido caféico, um importante flavondéide encontrado na uva (TEISSEDRE &
LANDRAULT, 2000), em um estudo com camundongos ApoE -/- (HISHIKAWA et
al, 2005). Ja o consumo de vinho tinto, sem alcool, foi associado a uma redugéao
nos niveis séricos de colesterol em hamsters (VISON, 2001).

Quanto ao consumo de vitamina E PELUZIO et al (2002), CYRUS et al
(2003) e KOGA et al (2004) ndo observaram reducao nos niveis de colesterol de
camundongos ApoE-/-, camundongos LDL -/- e coelhos respectivamente, tratados
com diferentes doses de vitamina E.

O efeito hipocolesterolémico desses antioxidantes pode ser atribuido a agao
dessas substancias sobre o metabolismo celular. Polifendis encontrados no vinho
sem alcool diminuem a sintese de apolipoproteina Apo B pelas células hepaticas,
diminuindo assim, a producéao de lipoproteinas de transporte de lipidios no plasma.
Também parecem aumentar a expressao de receptores de LDL em células
hepaticas e a expressao de enzima HMG-CoA redutase, chave no metabolismo de
colesterol (PAL et al, 2003a). A vitamina E também parece atuar estimulando a
expressdao dos receptores de LDL nas células, aumentando a captacdo de
colesterol pelas células hepaticas e reduzindo os niveis plasmaticos de colesterol
(PAL et al, 2003b).

Os niveis séricos e hepaticos de triacilglicerdis, por sua vez, ndo sofreram
influéncias dos tratamentos, resultados semelhantes aos encontrados por YANG &
KOO (2000), em ratos hipercolesterolémicos alimentados com polifendis do cha
verde. VISON et al (2001), em seu estudo com hamsters hipercolesterolémicos,

tratados com suco de uva e vinho sem alcool, também nao encontraram alteragao
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nos niveis de triacilglicerdis apds o tratamento. CYRUS et al (2003) também n&o
observaram diferenga nos niveis de triacilgliceréis de camundongos LDL-/-
alimentados com vitamina E.

Contudo, FUHRMAN et al (2000) e STOCKER & O’HALLAM (2006)
observaram a redugao dos niveis séricos de triacilglicerdis apés o consumo de
polifendis do gengibre e do vinho sem alcool, respectivamente. Ambos estudos
tiveram como modelo experimental camundongos ApoE-/-.

O efeito hipotrigliceridémico poderia ser resultado da influéncia de
procianidinas nos enterocitos inibindo a sintese de lipoproteinas intestinais,
contudo as procianidinas presentes na uva parecem n&o ter o mesmo efeito que
as procianidinas encontradas na maca (VIDAL et al, 2005).

Observou-se aumento significativo da excregao fecal de triacilglicerois neste
estudo, efeito esse que poderia ser atribuido a interacdo dos polifendis e das
proteinas digestivas alterando o metabolismo de lipidios e reduzindo a
biodisponibilidade dessas substancias (COOK & SAMMAN, 1996). Substancias
polifendlicas podem ter acdo antinutricional comprometendo a permeabilidade
intestinal e consequentemente a nutrigdo animal (JAROLIN-JENSEN, 1998). Tais
propriedades sao atribuidas aos taninos (SHAHIDI & NACZK, 1989). A uva é uma
das maiores fontes de compostos fendlicos da alimentagdo humana. Dentre os
polifendis presentes na uva estdo os flavondides (antocianinas, flavanodis e
flavonadis), os estilbenos (resveratrol), os acidos fendlicos (derivados dos acidos
cindmicos e benzdicos) e uma larga variedade de taninos (FRANCIS, 2000).

Um exemplo das propriedades antinutricionais dos polifendis €& sua

interagcdo com as lipases pancreaticas. A reacao se da pela formacao de pontes
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de hidrogénio ou ligagdes hidrofébicas entre os anéis fendlicos e a cadeia
aromatica das enzimas (SOSOULSKI, 1979), diminuindo a agdo da enzima e
comprometendo a biodisponibilidade dos lipidios.

O aumento dos niveis séricos de vitamina E dos grupos tratados era
esperado e comprovam a eficacia da suplementacdo alimentar com a vitamina.
Enquanto o consumo de a-tocoferol pelos grupos suplementados foi dez vezes
superior ao consumo dos grupos nao suplementados o aumento nos niveis séricos
foi apenas o dobro dos niveis observados nos grupos nao suplementados com o-
tocoferol. Tal fato pode ser explicado pela limitacdo quantitativa de proteinas de
ligacao de a-tocoferol, responsaveis pela incorporagcédo do a-tocoferol as molecular
da fracdo VLDL (KAYDEN & TRABER, 1993).

Nota-se que os grupos que receberam polifendis da uva obtiveram
resultado semelhante a suplementacdo com o acetato de a-tocoferol ou até
mesmo superior quando eram ministrados os dois antioxidantes. Tal resultado
pode ser devido a acao de recuperacao do a-tocoferol exercida pelos polifendis
(ZHU et al, 2000). Contudo, os resultados encontrados nos niveis hepaticos de
vitamina E sugerem que a presenga de polifendis na dieta poderia mobilizar as
reservas hepaticas da vitamina.

A ingestdo de extrato de uva nao alterou os niveis séricos de polifendis,
contudo nota-se uma diminuicdo na excreg¢ao fecal desses polifendis. Tais
resultados podem ser devido a interacdo dos polifenois com as enzimas entéricas
impedindo a sua deteccao pelo método analitico. Os niveis plasmaticos tendem a

ser constantes, mesmo em suplementagcdo quando os niveis de excre¢ao urinaria
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de polifendis parecem aumentar proporcionalmente ao aumento da ingestao
(YOUNG et al, 1999).

Além da alteracdo no perfil e metabolismo lipidico, a maior propenséao a
aterogénese observada nos camundongos ApoE-/- pode ser atribuida ao aumento
do estresse oxidativo acarretando maior susceptibilidade a peroxidagao lipidica
nos vasos sanguineos (HAYEK et al, 1994). Entre os lipidios, o colesterol e os
acidos graxos poliinsaturados sdo mais susceptiveis a agédo deletéria dos radicais
livres e a formagao de hidroperoxidos. A reagcédo se da pela retirada de um atomo
de hidrogénio do carbono alilico, insergcdo de oxigénio molecular e subsequente
redugao do radical peroxil em hidroperdxidos (ESTERBAUER et al, 1992).

Apesar de nao apresentarem diferenca estatistica os indicadores de
peroxidacdo do presente estudo mostraram tendéncia na reducado desses indices
no tratamento com ambos antioxidantes.

Os resultados foram semelhantes aos encontrados por STOKER &
O’HALLORAN (2004) onde nao observaram diferengas na peroxidagéao lipidica de
camundongos ApoE-/- tratados, por 24 semanas, com vinho tinto, sem alcool.
Observaram ligeiro aumento na formagao de peroxidos de hidrogénio, assim como
no presente estudo, porém sem significancia estatistica. KAPLAN et al (2001),
observaram reducgéo de 8% na peroxidagao lipidica no plasma de camundongos
Apo E-/- alimentados com suco de roma, rico em polifendis. BLACKHURST &
MARAIS (2006) em estudo com humanos eutréficos, ndo observaram alteragdo na
peroxidagao lipidica apdés a ingestdo de vinho tinto, apesar de um aumento

significativo nos niveis plasmaticos de polifenol.

61



Discussao

O a-tocoferol é o antioxidante lipofilico mais abundante e ativo nas LDLs
(ESTERBAUER et al, 1992) estando associado a inibicdo da peroxidacéo lipidica
por neutralizarem o radical lipidico, formando um radical menos ativo denominado
radical tocoferil (MUNTCANU et al, 2004). ZHAO et al (2005) observaram redugao
da peroxidagédo lipidica em camundongos Apo E-/-, alimentados com dieta
suplementada com 2000Ul de vitamina E/kg de dieta.

Os acidos graxos parecem ter papel fundamental na aterogénese, contudo
o conhecimento sobre o papel da modificagdo dos acidos graxos na patogénese
da aterosclerose ainda é limitado. A mudanca de acidos graxos pode modificar as
propriedades das membranas celulares e consequentemente alterar sua
participacdo no metabolismo lipidico (KUMMEROW, 1993).

Os perfis de acidos graxos hepaticos ndo foram influenciados pelos
tratamentos, contudo nota-se que apesar de nao significativa, houve uma maior
preservagao dos acidos graxos poliinsaturados dos grupos que receberam
polifendis. Tal resultado pode ser uma expressdo da solubilidade dos
antioxidantes estudados. Compostos fendlicos hidrofilicos sequestradores de
radicais livres, como os polifendis, seriam antioxidantes mais efetivos do que os
hidrofobicos como a vitamina E em sistemas onde ha interface 6leo-agua, como a
encontrada do tecido hepatico (PORTER, 1993).

Camundongos ApoE -/- apresentam estrias gordurosas com 10 semanas de
idade. As lesdes avangadas aparecem a partir da vigésima semana de idade. A
dieta aterogénica acelerou esse processo contribuindo para a complexidade e o

tamanho das les6es (MEIR & LEITERSDORF, 2004).
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O tratamento com antioxidantes nao foi capaz de alterar o tamanho da
lesdo, contudo houve alteracdo no grau de evolugdo da lesdao aterosclerdtica,
resultado semelhante ao encontrado por NAKATA & MAEDA (2002), onde os
pesquisadores estudaram a suplementagdo alimentar com vitamina C em
camundongos Apo E-/. No mesmo modelo animal, PELUZIO et al (2002)
observaram reducdo significativa do tamanho de lesdo e menor grau no
desenvolvimento das mesmas, apos uma suplementacao alimentar com 400 Ul/Kg
de dieta. ZHAO et al (2005) observaram a redugdo na progressao da
aterosclerose com uma suplementagao alimentar com 2000UI/Kg de dieta.

Em camundongos LDL-/- recebendo 2000UI/Kg de dieta, apos alimentagao
com dieta hiperlipidica por 12 semanas, apresentaram redugdo no tamanho da
area de lesdo aterosclerotica (CYRUS et al, 2003).

Os estudos com polifendis revelam redugdo na progressao das placas
ateroscleréticas. FUHMAN et al (2000) observaram redugdo no grau de
desenvolvimento da lesdao aterosclerética apés o consumo de polifendis do
gengibre sem a pré-indugcdo de placa ateromatosa. AVIRAN et al (2000) e
KAPLAN et al (2001) observaram reducédo no tamanho da lesdo aterosclerotica
ap6s o consumo de suco de roma. A suplementagdo oral com vinho sem alcool
(STOCKER & O’HALLORAN, 2004) e acido caféico (HISIKAWA et al, 2005)

também foram capazes de reduzir o desenvolvimento da lesdo aterosclerética.
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6. Conclusao:

A ingestao de antioxidantes como os polifendis, encontrados na uva, € o a-
tocoferol teve efeito benéfico no desenvolvimento da aterosclerose, uma vez que
ingestdo dessas substancias contribuiu para redugcédo do grau de evolugado da
lesdo aterosclerética. Os tratamentos foram capazes de diminuir os niveis séricos
e hepaticos de colesterol, e aumentar a excrecdo fecal de colesterol e
triacilglicerdis. Contudo, apesar de serem antioxidantes, essas substancias nao
contribuiram para alterar os teores de malondialdeido e hidroperdxidos lipidicos no
organismo dos animais. No perfil de acidos graxos os polifendis apresentaram
maior efeito protetor das insaturagbes dos acidos graxos essenciais. As lesdes
ateroscleréticas desenvolvidas pelos animais submetidos a suplementagao
alimentar com a-tocoferol apresentaram menor grau de evolugéo, contudo o uso
dessas substancias nao foi capaz de reduzir a maior era de lesdo. Observou-se
efeito sinérgico entre as duas substancias utilizadas quando se observa os
resultados obtidos na suplementagdo alimentar. Observa-se que o efeito dos
polifendis e do a-tocoferol vai além de sua agdo antioxidante, atuando na
peroxidacao lipidica e na protecdo de acidos graxos, mas atuam no controle do
colesterol. O consumo de ambos antioxidantes apresentou resultou em maior
efeito na reducdo do desenvolvimento da aterosclerose que o consumo dos

antioxidantes isoladamente.
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