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Resumo 

 

O Caryocar brasiliense, ou pequi, é amplamente usado como alimento pela 

população do nordeste brasileiro. O óleo extraído do pequi possui alta 
concentração de ácidos graxos monoinsaturados (componente ateroprotetivo), 
embora a quantidade de ácidos graxos saturados, principalmente de ácido 
palmítico, seja bem expressiva, o que é associado ao risco para aterosclerose. 
Alta quantidade de carotenóides e compostos fenólicos no óleo de pequi 
confere a ele propriedades antioxidantes, o que é outro fator benéfico na 
aterogênese. Assim, nosso objetivo foi estudar o efeito do óleo de pequi no 
metabolismo lipídico, aterosclerose e estresse oxidativo em modelo 
experimental de aterosclerose. Os animais foram divididos em grupo controle e 
óleo de pequi, recebendo dieta aterogênica rica em óleo de soja ou óleo de 
pequi, respectivamente. Ao final do experimento, os animais recebendo óleo de 
pequi apresentaram piora do perfil lipídico quando comparados ao grupo 
controle. A lesão aterosclerótica foi também maior no sinus aórtico no grupo 
que recebeu óleo de pequi em comparação com os controles. 
Surpreendentemente, quando as lesões iniciais da aorta torácica foram 
analisadas, houve uma redução da área aterosclerótica nos animais 
alimentados com óleo de pequi. O grupo recebendo óleo de pequi também 
apresentou menor estresse oxidativo, indicado pela menor peroxidação lipídica 
e menor concentração sérica de anticorpos anti-LDL oxidada. Experimento ex 
vivo, utilizando macrófagos peritoneais extraídos de animais de ambos os 

grupos, mostrou redução na liberação de espécies reativas de oxigênio nos 
animais  do grupo óleo de pequi.  A partir destes dados, sugerimos que o óleo, 
pela sua atividade antioxidante e teor de monoinsaturados, reduz a velocidade 
de evolução da aterogênese (como visto nas lesões aórticas), mas com o 
aumento crescente da colesterolemia induzido pelo seu alto teor de ácido 
palmítico, este efeito é suplantado, dando lugar à grande migração destas LDL 
para o subendotélio, aumentando assim o aparecimento de placas maiores e 
mais maduras. Em conclusão, dietas suplementadas com óleo de pequi são 
fatores de risco para aterosclerose a longo prazo e apesar de sua ação 
antioxidante, devem ser dada com cautela para pacientes com risco 
aumentado de infarto agudo do miocárdio ou lesão comprovada de 
aterosclerose.   

 

Palavras-chave: Pequi; ácidos graxos; lipídeos; aterosclerose; estresse 

oxidativo. 
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Astract 

 

The Caryocar brasiliense, or pequi, is a popular food in northeastern of Brazil. 
The oil extracted from pequi has a high concentration of both monounsaturated 
and saturated fatty acids. The first one is a well established antiatherogenic 
factor, although the second one is associated with increased risk of 
atherosclerosis. The high amount of carotenoids and phenolic compounds in 
pequi oil, gives it antioxidant properties, which is also a beneficial factor in 
atherogenesis. Thus, our objective was to study the effect of pequi oil on lipid 
metabolism, atherosclerosis and oxidative stress in experimental model of 
atherosclerosis. The LDL receptor deficient mice were divided into control and 
pequi oil groups, receiving soybean or pequi oil supplemented atherogenic diet, 
respectively. After 6 experimental weeks, animals from pequi oil group showed 
a worse lipid profile when compared to the control one. The atherosclerotic 
lesion was also increased in the aortic sinus in the group receiving oil from 
pequi. Surprisingly, when the early lesions presented in thoracic/abdominal 
aorta were analyzed, we found a reduction of the atherosclerotic lesion in 
animals fed on pequi oil. The pequi oil group also showed a lower oxidative 
stress, indicated by the reduction on lipid peroxidation and decreased serum 
concentrations of anti-oxidized LDL antibody. In an “ex vivo” experiment using 
macrophages extracted from animal peritoneum showed a reduction in the 
release of reactive oxygen species in pequi oil group. Based on these data, we 
suggest that the pequi oil, due to its antioxidant activity and content of 
monounsaturated fat, slows atherogenesis in initial stages (as seen in aortic 
lesions). However, the increasing of serum cholesterol and atherogenic 
fractions induced by its high content of palmitic acid, induces a more important 
LDL migration toward intima of arteries, increasing a larger and more mature 
atherosclerotic plaque. In conclusion, pequi oil supplemented diet is a risk factor 
for dislipidemia and atherosclerosis, despite its antioxidant action, and it is not 
indicated for patients with increased risk of acute myocardial infarction or 
advantaged atherosclerosis. 

 

Keywords: Pequi oil; fatty acid; lipids; atherosclerosis; oxidative stress. 
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O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) é uma espécie arbórea nativa 

do Cerrado, cujo fruto (polpa e amêndoa) é de grande importância na 

alimentação e na fitomedicina tradicional da população desse bioma. O pequi 

possui características nutricionais importantes como elevada concentração de 

β-caroteno e principalmente de lipídeos, incrementando o conteúdo energético 

da dieta destas comunidades. O óleo extraído da polpa é bastante utilizado no 

preparo de pratos típicos e também com finalidades medicinais (CETEC, 1983; 

ALMEIDA et al., 1998; ROESLER et al., 2008).  

 O consumo de alimentos ricos em lipídeos e seus efeitos na saúde 

humana tem sido um importante ponto de interesse da pesquisa em nutrição 

(SABARENSE, 2003), já que estão diretamente associados à dislipidemia e 

aterosclerose. A composição em ácidos graxos dos alimentos tem efeito direto 

no perfil lipídico sanguíneo, sendo que os ácidos graxos insaturados tem 

implicações benéficas enquanto que os saturados promovem elevação do 

colesterol sérico gerando quadros de dislipidemias. As dislipidemias são a 

principal causa da ocorrência de aterosclerose, uma vez que esta consiste em 

uma alteração patológia em que há depósito de colesterol na camada íntima 

arterial desencadeando processos inflamatórios.  

 O óleo de pequi possui concentração em ácidos graxos bastante 

heterogênea, sendo, portanto, um promissor alvo de pesquisa quanto aos seus 

efeitos no perfil lipídico do organismo e no desenvolvimento da aterosclerose. 

Além disso, por ser um fruto rico em carotenóides, é possivel que sua ingestão 

apresente efeitos antioxidantes e, por consequência, alterere outro importante 

fator associado à aterosclerose: o estresse oxidativo. 
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2.1- O Caryocar brasiliense 

 

 O Cerrado é um importante bioma brasileiro, destacando-se por ser o 

segundo maior do país, ocupando cerca de 22% do território nacional. A 

variedade em tipos fisionômicos presente lhe confere ampla biodiversidade, 

sendo o Caryocar brasiliense Camb. uma espécie de grande destaque 

(ROESLER et al., 2008). 

O pequizeiro é uma espécie arbórea do Cerrado pertencente à família 

Caryocaraceae (Figura 1), e seu fruto é conhecido popularmente como pequi, 

piqui, piquiá ou piqui-do-cerrado (ALMEIDA et al., 1998). O nome, de origem 

indígena, onde py significa pele e qui, espinho, está relacionado a grande 

quantidade de espinhos presente no endocarpo do fruto (MAGALHÃES, 1988). 

O fruto do C. brasiliense é drupóide contendo de um a quatro putâmens 

ou pirênios, vulgarmente conhecidos como caroços, envolvidos pelo 

mesocarpo externo, de coloração verde claro, e epicarpo, verde escuro (Figura 

2). Cada putâmem é constituído por uma semente, que contem a amêndoa, 

envolvida por um endocarpo rígido e espinhoso e pelo mesocarpo interno, 

pigmentado de amarelo intenso. O mesocarpo interno constitui a parte 

comestível do fruto: a tradicional polpa do pequi. Embora a amêndoa também 

seja comestível. Esta é menos apreciada devido à dificuldade em seccionar os 

putamêns, uma vez que possui muitos espinhos (ALMEIDA et al., 1998).  
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Figura 1- Caryocar brasiliense. A. Pequizeiro nativo da região de Montes Claros – MG. B. Flor 
do pequizeiro. C. Frutificação do pequizeiro. (Fonte: Laboratório de Botânica da Universidade 
Estadual de Montes Claros – UNIMONTES). 

 

Figura 2- Foto dos frutos do pequizeiro. A. Fruto seccionado. B. Putâmens. C. Putâmen 

seccionado permitindo visualização da amêndoa. (Fonte: Laboratório de Processamento de 
Alimentos da Universidade Estadual de Montes Claros – UNIMONTES). 

A B C 

A 
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O óleo da polpa do pequi tem sido equiparado, pelo seu elevado teor 

vitamínico, aos óleos de fígado de bacalhau e de cação (MAGALHÃES, 1988). 

Sua composição em ácidos graxos insaturados é de 61,35%, sendo que o 

oléico compõe o principal (Tabela 1). O ácido graxo palmítico ocupa a maior 

parcela dos saturados (LIMA et al., 2007). Esses valores são similares aos já 

anteriormente descritos por Handro e Barradas (1971) podendo se observar 

que o teor em ácidos graxos saturados é bastante expressivo no óleo da polpa 

de pequi, sendo, inclusive, superior a outros óleos comumente utilizados, como 

o óleo de soja, por exemplo. Na Tabela 1 pode-se observar as diferenças da 

composição em ácidos graxos entre o óleo de soja e o óleo de pequi. 

 

Tabela 1- Composição percentual em ácidos graxos do óleo de soja* e do óleo 

da polpa pequi** 

Ácidos graxos Nº carbonos O. Soja* O. Pequi** 

Láurico C12:0 0,12 0,04 

Mirístico C14:0 <0,1 0,13 

Palmítico C16:0 9,0 35,17 

Palmitoléico C16:1 0,2 1,03 

Esteárico C18:0 5,8 2,25 

Oléico C18:1 n-9 22,6 55,87 

Cis-vacênico C18:1 n-7 nd 1,9 

Linoléico C18:2 52,4 1,53 

α-linoléico C18:3 8,2 0,45 

Araquidônico C20:0 nd 0,23 

Gadoléico C20:1 nd 0,27 

Docosaxexaenóico  C22:6 nd nd 

Total de saturados 

 

15,82 38,97 

Monoinsaturados 

 

22,8 59,07 

Poli-insaturados 

 

60,6 2,28 

Não identificados   <0,1 0,68 

nd= não identificados 
*Fonte: OLIVEROS et al., 2003 (adaptado) 
**Fonte: LIMA et al., 2007 (adaptado) 
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Diversos estudos têm demonstrado atividades antioxidantes de extratos 

do pequi, como a capacidade de seqüestrar radicais livres 2-difenil-1-picril 

hidrazil (DPPH), redução da degradação oxidativa de 2-deoxyribose, redução 

da peroxidação lipídica de microssomas hepáticos de ratos e ação protetora 

contra danos oxidativos ao DNA (PAULA-JUNIOR, 2006; KHOURI et al., 2007; 

ROESLER et al., 2007; MIRANDA-VILELA et al., 2009a; ROESLER et al., 

2008). Redução de marcadores inflamatórios também tem sido associada à 

ingestão de pequi (MIRANDA-VILELA et al., 2009b). As características 

antioxidantes do pequi podem ter implicações importantes em relação ao 

estresse oxidativo. 

Outros estudos com extratos do pequi têm demonstrado atividade 

antifúngica e ação moluscicida (Passos et al., 2002; SILVA et al., 2003b). O 

uso terapêutico do pequi é bastante diversificado, tais como regulador do fluxo 

menstrual, tonificante, contra bronquites, como expectorante, e ao óleo também 

é atribuído um efeito controlador de tumores (ALMEIDA et al., 1998).  

 

2.2- Metabolismo lipídico 

 

Os lipídeos são a principal forma de estoque energético no organismo, 

mas também constituem os componentes essenciais das membranas 

celulares. Estes compostos possuem atividades físico-químicas diversas sendo 

representados principalmente pelos triglicerídeos (TG), fosfolipídeos e 

colesterol (ROSS, 1995; FRANSSEN et al., 2008). 

Os lipídeos são compostos apolares e, por isso, insolúveis em água. 

Sendo assim, a associação de lipídeos com proteínas ocorre para a formação 

de partículas solúveis em água. Desse modo são constituídas as lipoproteínas 

para o transporte de lipídeos no plasma sanguíneo (CHAMPE et al., 2007; 

FRANSSEN et al., 2008).  

As proteínas componentes das lipoproteínas são denominadas 

apoproteínas (apo). Além de atuarem no transporte de lipídeos, elas possuem 
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diversas outras funções tais como proporcionar locais para o reconhecimento 

de receptores da superfície celular, e servindo como ativadores ou coenzimas 

para as enzimas envolvidas no metabolismo das lipoproteínas. Algumas das 

apolipoproteínas são exigidas como componentes estruturais essenciais das 

partículas e não podem ser removidas, enquanto outras são transferidas 

livremente entre lipoproteínas. Apolipoproteínas estão divididos por função e 

estrutura em cinco grandes categorias, de A a E (CHAMPE et al., 2007). 

As lipoproteínas diferem em tamanho e composição (Figura 3). Os 

quilomícrons (QM) são as lipoproteínas de menor densidade e maior tamanho. 

As lipoproteínas de densidade muito baixa (very low density lipoprotein – VLDL) 

e as lipoproteínas de densidade baixa (low density lipoprotein – LDL) são 

sucessivamente mais densas, com maiores proporções de proteínas em 

relação aos lipídeos. As lipoproteínas de densidade alta (high density 

lipoprotein – HDL) são as partículas mais densas (CHAMPE et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Tamanho aproximado e densidade das lipoproteínas do soro. 
CHAMPE et al., 2007  
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Lipoproteínas ricas em TGs são secretadas na circulação sanguínea 

pelo fígado como VLDL e pelo sistema digestivo, como quilomícrons. Sendo 

estes, oriundos dos lipídeos da dieta (FRANSSEN et al., 2008). A ação da 

enzima lipase lipoproteica presente na membrana basal das células endoteliais 

dos vasos sanguíneos leva à remoção dos triglicerídeos das lipoproteínas. A 

remoção dos TG dos quilomícrons gera os quilomícrons remanescentes que 

são removidos da circulação pelo fígado. Já a remoção dos triglicerídeos das 

VLDL leva à formação das lipoproteínas de densidade intermediária 

(intermediary density lipoprotein – IDL). Cerca de 50% das partículas de IDL 

são removidas da circulação pelo fígado e o restante é convertido em LDL pela 

lipase lipoprotéica ou transformados em LDL no plasma após a perda de 

apoproteina-E, dentre outras modificações (ALVAREZ-LEITE, 1995). 

A principal função das partículas de LDL é fornecer o colesterol aos 

tecidos periféricos. Por meio dos receptores nas superfícies celulares que 

reconhecem a apoproteína B-100, as LDL entram em contato com os tecidos e 

ocorre a deposição de colesterol nas membranas (CHAMPE et al., 2007). 

A remoção do excesso de colesterol livre dos tecidos periféricos e 

lipoproteínas, e subseqüente depósito no fígado para secreção é chamado 

transporte reverso de colesterol. O colesterol é secretado pelo fígado através 

da bile. Esse processo é mediado pela HDL e suas principais fontes são o 

fígado, intestino e os remanescentes de lipoproteínas (ALVAREZ-LEITE, 1995). 

 

2.3- Lipídeos da dieta e dislipidemias 

 

Devido aos inúmeros fatores de risco dietéticos que afetam os lipídeos 

séricos, têm-se investigado a quantidade e a qualidade das gorduras, colesterol 

e outras substâncias dietéticas para verificar como elas afetam o perfil lipídico 

do organismo (KRAUSE, 2003). 

 A quantidade e qualidade da gordura ingerida influenciam diretamente a 

concentração do colesterol plasmático (MORAIS et al., 2003), cujos níveis 
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elevados aumentam o risco de doenças cardiovasculares (CHAMPE et al., 

2007).  

 O consumo de dieta rica em gordura afeta o perfil lipídico sérico e a 

composição em ácidos graxos é um importante fator na modulação do 

metabolismo lipídico do organismo. Uma maior ingestão de ácidos graxos 

saturados aumenta os níveis de LDL e reduz HDL sendo que, esta, é uma 

conhecida condição para o desenvolvimento de doença arterial coronariana, 

pois o HDL é inversamente relacionado à aterosclerose, enquanto o LDL é um 

importante fator de risco para eventos cardiovasculares (PUIGGRÓS et al., 

2002; ÁGUILA et al., 2002; GERMAN e DILLARD, 2004). Portanto, o balanço 

de ácidos graxos insaturados é importante ao selecionar os alimentos, e dieta 

rica em monoinsaturados e poli-insaturados deve ser usada preferencialmente 

uma vez que reduz o risco de aterosclerose (BINKOSKI et al., 2005; CASÓS et 

al., 2008) 

 

2.4- Aterosclerose 

 

O termo aterosclerose é derivado do grego athero, significando “grosso”, 

e sclerosis, significando ”endurecimento”. A aterosclerose é uma doença 

multifatorial e progressiva com um importante componente inflamatório 

associado a mudanças no perfil lipídico, como já anteriormente mencionado. 

Pode ser considerada uma forma de inflamação crônica resultante da interação 

entre lipoproteínas modificadas oxidativamente, macrófagos e células T. Tal 

resposta inflamatória ocorre em estímulo à presença de um agente 

inflamatório, sendo esse, freqüentemente, a LDL oxidada. A agregação de 

lipoproteínas na íntima arterial tem sido proposta como sendo primordial na 

aterosclerose (ROSENSON, 2004; HANSSON e LIBBY, 2006; MALLIKA et al., 

2007; CASÓS et al., 2008).  

O fluxo sanguíneo gera importantes forças físicas que agem nas células 

endoteliais, denominadas forças de cisalhamento ou shear stress, que tem 
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efeito sobre a morfologia dessas células. Células em regiões tubulares das 

artérias, onde o fluxo sanguíneo é uniforme e laminar, possuem forma elipsóide 

e são alinhadas na direção do fluxo. Células em regiões da ramificação arterial 

ou curvatura, onde o fluxo é perturbado ou possuem baixo shear stress, tem 

formas poligonais e sem orientação específica. Estas últimas áreas mostram 

aumento da permeabilidade a macromoléculas, tais como LDL e são locais 

preferenciais para a formação de lesões ateroscleróticas (LUSIS, 2000). 

Concentrações elevadas de LDL na corrente sanguínea facilitam sua 

migração por entre as células endoteliais que interagem com proteoglicanos da 

matriz subendotelial resultando em sua adesão. A ação de espécies reativas de 

oxigênio produzidas por macrófagos residentes, células musculares lisas e 

células endoteliais leva à oxidação das LDL aprisionadas (STEFFENS e 

MACH, 2004). As LDLs oxidadas ativam a síntese de moléculas quimiotáticas 

para monócitos (MCP1) e a expressão de moléculas de adesão celular como 

P-Selectinas, VCAM e ICAM. As moléculas MCP1, então, atraem os monócitos 

que se ligam às P-selectinas aumentando o rolamento e, por fim, se aderem 

firmemente às demais moléculas de adesão, levando à sua migração via 

endotélio para a camada íntima do vaso (CASÓS et al., 2008). Os monócitos 

transformam-se, então, em macrófagos que expressam receptores scavenger 

CD36 e SR-A que se ligam às LDLs oxidadas e as fagocitam gerando a 

formação de células espumosas (Figura 4) devido ao acúmulo de lipídeos 

nesses macrófagos. Isso ocorre porque não há uma regulação negativa, ou 

seja, a expressão desses receptores não é regulada pelo conteúdo de 

partículas captadas (MANNING-TOBIN et al., 2009). Assim, dá-se início a 

formação da estria gordurosa, que constitui a primeira fase da lesão 

(MITCHINSON e BALL, 1987). 
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Figura 4 – Representação esquemática do processo de formação da aterosclerose nas 

artérias.  
A entrada de LDL modificada oxidativamente na cama íntima da artéria gera a expressão de 
moléculas de adesão celular que levam à adesão endotelial de monócitos e sua posterior 
migração para a camada íntima onde se diferenciam em macrófagos. Estes por meio de 
receptores scavenger captam as partículas de LDL oxidadas formando as células espumosas 
(foam cell) e o conseqüente desenvolvimento da placa aterosclerótica. 

Fonte:http://www.resverlogix.com/product_development/nexvas_platform/nexvas_vascular_infla
mmation.html 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Composição celular da placa aterosclerótica.  
O centro da placa aterosclerótica contém lípides e debris de células mortas. Ao entorno do 

centro, a capa fibrosa contém células musculares lisas e fibras de colágeno que estabilizam a 
placa. Células imunes, incluindo macrófagos, células T e mastóciots são populosos na placa e 
estão freqüentemente no estado ativado. Estes produzem citocinas, proteases, moléculas pró-
trombóticas e substâncias vasoativas sendo que estas afetam a inflamação da placa e a função 
vascular. Fonte: HANSSON e LIBBY, 2006. 
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Na evolução da placa ocorre uma transição de estria gordurosa, 

relativamente simples, para lesão fibrogordurosa. Está é caracterizada pela 

migração de células musculares lisas da camada média da parede arterial para 

a íntima ou espaço subendotelial. Estas células podem proliferar e também 

captar lipoproteínas modificadas formando células espumosas. As células 

musculares lisas sintetizam proteínas da matriz extracelular como colágeno, 

elastina e proteoglicanos, e levam à formação da capa fibrosa (Figura 5) 

(ROSENSON, 2004; HANSSON e LIBBY, 2006; MALLIKA et al., 2007). Essas 

lesões, em estágio intermediário, desenvolvem um núcleo de material rico em 

lipídeos, sugerindo que elas representam um precursor para lesões mais 

avançadas, as placas fibrosas (ROSS, 1995). 

As placas maduras ou fibrosas apresentam uma estrutura mais 

complexa. No centro da placa estão as células espumosas, os lipídeos 

extracelulares e as células necróticas, envolvidos por uma capa de células 

musculares lisas e fibras de colágeno. Células dendriticas, mastócitos e poucas 

células B também estão presentes na placa, sendo a região de interface do 

centro e capa fibrosa abundante em células T (Figura 5). Calcificações são 

freqüentemente encontradas próximas ao centro necrótico (ROSS, 1995; 

HANSSON e LIBBY, 2006). 

O estresse oxidativo é um fator importante que está associado à 

progressão das lesões ateroscleróticas podendo aumentar a vulnerabilidade e 

conseqüente ruptura da placa (PARTHASARATHY et al., 2008). Aspectos 

sobre o estresse oxidativo e a oxidação de LDL serão melhores abordados 

posteriormente, bem como suas implicações no desenvolvimento da 

aterosclerose. 
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2.5- Estresse oxidativo 

 

A produção de espécies reativas de oxigênio (ROS – reactive oxygen 

species), de nitrogênio (RNS – reactive nitrogen species), entre outras espécies 

reativas, é parte integrante do metabolismo do organismo sendo observada em 

diversas condições fisiológicas. Por outro lado, a produção exacerbada de 

compostos oxidantes e produção insuficiente dos mecanismos de defesa do 

organismo, gerando um desequilíbrio no sistema pro e antioxidante, culmina 

numa condição denominada estresse oxidativo.  Este pode, então, causar dano 

aos tecidos e órgãos e está envolvido em grande número de doenças em 

humanos (BUONOCORE e GROENENDAAL, 2007; GOETZ e LUCH, 2008). 

O termo ROS refere-se a espécies oxidantes de oxigênio que estão em 

um estado mais reativo que o oxigênio molecular, e, portanto, o oxigênio pode 

ser reduzido em diferentes graus (GENESTRA, 2007). As ROS podem 

apresentar-se como radicais livres ou não. Dentre as espécies radicais mais 

importantes no contexto biológico são os íons superóxido, hidroxil e óxido 

nítrico. As espécies não-radical principais são peróxido de hidrogênio, ácido 

hipocloroso e oxigênio singlet (MONAGHAN et al., 2009).  

 Para proteger contra a ação das ROS e do estresse oxidativo, um 

sistema antioxidante bem organizado trabalha de forma coordenada para 

resistir ao distúrbio redox. O termo antioxidante é amplamente definido como 

qualquer substância que atrasa ou evita a oxidação de um substrato. Quando o 

sistema antioxidante é suficiente para balancear o ataque das ROS, o 

organismo evita o estresse oxidativo – Figura 6 (MONAGHAN et al., 2009; 

POWERS e JACKSON, 2008).  
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Figura 6 - Relações entre espécies reativas de oxigênio (ROS), defesa antioxidante (AO) 
(incluindo reparação) sistemas e estresse oxidativo.  

(a) Na condição basal homeostática, os níveis de ROS e antioxidantes (AO) são 
baixos, com defesas suficientes para equilibrar a produção de ROS para que não haja 
estresse oxidativo. (b) Um aumento na produção ROS pode inicialmente exceder a 
capacidade do sistema antioxidante, levando a um período do estresse oxidativo. (c) 
Se o aumento de ROS é pequeno, pode ser compensado pelo aumento da utilização 

de antioxidantes, impedindo ainda mais o estresse oxidativo. Se a elevação de ROS é 
apenas temporário, haverá, então, um retorno à posição homeostática. (d) a exposição 
mais prolongada à elevação de ROS pode induzir o organismo permanentemente a 
aumentar seus níveis basais antioxidante, tornando-o mais apto a lidar com eventos 
futuros oxidativo. (Adaptado de MONAGHAN et al., 2009). 
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I- Espécies Reativas de Oxigênio  

 

 O radical ânion superóxido (O2
-) é produzido em sistemas biológicos por 

meio de uma redução de oxigênio catalisada enzimaticamente pela NADPH 

oxidase. Essa reação ocorre geralmente nas membranas mitocondriais. É 

formado principalmente como um intermediário nas reações bioquímicas. Uma 

vez gerado o O2
- pode agir como radical livre fraco, como elétron redutor ou 

como elétron oxidante. Possui uma longa meia-vida que permite a difusão 

dentro da célula e, conseqüentemente, o aumento do número dos alvos 

potenciais. Como espécie redox ativo, superóxido pode reduzir alguns 

materiais biológicos, por exemplo, citocromo c, e oxidar outros, tais como 

ascorbato (GOETZ e LUCH, 2008; POWERS e JACKSON, 2008). 

 O peróxido de hidrogênio (H2O2) é um composto reativo que pode 

facilmente gerar radicais livres como a hidroxila (OH-) em circunstâncias 

específicas. Pode ser gerado a partir da ação de uma enzima antioxidante, a 

superóxido dismutase (SOD). O peróxido de hidrogênio é estável, permeável 

às membranas, e tem uma meia-vida relativamente longa no interior da célula. 

É citotóxico, mas é considerado um agente oxidante relativamente fraco 

(GOETZ e LUCH, 2008; POWERS e JACKSON, 2008). 

 Os radicais hidroxila (OH-) são altamente reativos com forte poder 

oxidante. Resulta da transferência de elétrons entre peróxido de hidrogênio e 

metais de transição. São as ROS mais prejudiciais, visto que interagem com 

biomoléculas imediatamente após sua geração. Pressupõe-se que o radical 

OH- contribua para várias doenças e fenômenos biológicos como câncer, 

envelhecimento, diabetes, fagocitose, isquemia e reperfusão (GOETZ e LUCH, 

2008; POWERS e JACKSON, 2008). 

 O oxigênio singlet é outra forma reativa de oxigênio que pode ser gerado 

em alguns materiais biológicos. Tem meia vida muito curta, mas é capaz de 

difusão e é permeável às membranas. É produzido durante a contração 

esquelética muscular, durante o exercício (POWERS e JACKSON, 2008). 
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 O óxido nítrico (NO-) é sintetizado a partir do aminoácido arginina por 

muitos tipos celulares. A síntese ocorre através da óxido nítrico sintase (NOS), 

a qual ocorre em três tipos principais: NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal 

(nNOS) e NOS induzível (iNOS).  É um agente redutor fraco, reage com o 

oxigênio e com o superóxido, produzindo peroxinitrito (GOETZ e LUCH, 2008; 

POWERS e JACKSON, 2008). 

 O peroxinitrito (ONOO-) ou sua forma protonada (ONOOH) é formado a 

partir da reação do superóxido com o óxido nítrico. É um forte oxidante e pode 

levar ao esgotamento de grupos tiol, danos ao DNA e nitração de proteínas. É 

classificado como espécies reativas de nitrogênio, que inclui também o óxido 

nítrico (GOETZ e LUCH, 2008; POWERS e JACKSON, 2008).  

 O hiperclorito (HOCl) é formado pela ação da mieloperoxidase utilizando 

o peróxido de nitrogênio. É predominantemente formada por neutrófilos e pode,  

 na sua forma ácida, (ácido hipocloroso), atravessar membranas celulares e 

pode causar fragmentação e agregação de proteínas (POWERS e JACKSON, 

2008). 

 

II- Danos das ROS ao organismo 

 

 As ROS podem causar danos a biomoléculas como a oxidação de 

proteínas e aminoácidos, podendo induzir mudanças conformacionais que 

levam ao aumento da hidrofobicidade e subseqüente desnaturação, agregação 

e precipitação. Eventualmente, esse processo contribui para a inflamação 

tecidual e morte celular (GOETZ e LUCH, 2008). 

Danos aos lipídeos causados pelas ROS possuem grande significância 

particularmente pelo fato de que a peroxidação lipídica nas membranas 

celulares podem causar lesões que podem culminar no início da morte celular. 

Esses danos podem ser diretos, por meio da oxidação de ácidos graxos poli-

insaturados presentes em lipídeos, ou indiretamente através da inibição síntese 

de lipídeos ou ativação de lípases (GOETZ e LUCH, 2008; MONAGHAN et al., 
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2009). Os ácidos graxos poli-insaturados (PUFA - Polyunsaturated fatty acids) 

são muito menos resistentes à peroxidação lipídica do que os monoinsaturados 

ou saturados. Sendo assim, a proporção de PUFA na membrana pode 

influenciar a taxa de dano oxidativo à célula (MONAGHAN et al., 2009). 

Modificações oxidativas podem também ocorrer ao DNA por ação das 

espécies reativas de oxigênio. Além do DNA nuclear, o mitocondrial é alvo 

desses danos, sendo ainda mais vulnerável, pois pertence a um sítio de 

geração das ROS (MONAGHAN et al., 2009). Em condições fisiológicas 

regulares, o balanço global da quantidade de dano oxidativo ao DNA foi 

estimada em 1 por 130.000 modificações de nucleotídeos no DNA. Os danos 

ao DNA são causados principalmente por radicais hidroxila. Ao longo dos 

últimos anos tornou-se claro que fatores exógenos como radiação, produtos 

químicos, dieta com alta ingestão calórica, altas taxas metabólicas e doenças 

inflamatórias afetam os níveis de danos oxidativos ao DNA. (GOETZ e LUCH, 

2008).  

 

III- Estresse oxidativo e aterosclerose 

 

O estresse oxidativo está associado a várias doenças cardiovasculares, 

incluindo a aterosclerose, sendo a oxidação das lipoproteínas de baixa 

densidade um fator importante para o desenvolvimento dessa patologia, como 

anteriormente citado (HEISTAD, 2006; KATO et al., 2009).  

A oxidação das moléculas de LDL leva à exposição de moléculas de 

fosforilcolina oxidada gerando um tipo de mimetismo molecular capaz de ativar 

o sistema imune (Figura 7) e o conseqüente reconhecimento pelos receptores 

scavenger dos macrófagos, desencadeando os processos envolvidos na 

formação da aterosclerose (BINDER et al., 2002). 
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Figura 7- Mimetismo molecular entre epítopos da LDL oxidada, célula apoptótica e 
fosforilcolina (PC – Phosphorylcholine) de patógenos.  

Fosforilcolina quando oxidada fica exposta podendo ser reconhecida pelo sistema imune 
(BINDER et al., 2002). 

 

O estresse oxidativo desempenha um papel importante na disfunção 

endotelial, que também está associada à aterosclerose. Ânions superóxidos 

inativam óxido nítrico, que é um potente vasodilatador, levando à disfunção 

endotelial favorecendo a entrada de LDL e desenvolvimento da placa 

aterosclerótica (HEISTAD et al., 2006; MALLIKA, 2007). 

 

IV- Sistema antioxidante 

 

O organismo contém antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos que 

atuam como uma unidade complexa de regulação das ROS (POWERS e 

JACKSON, 2008; TRACHOOTHAM et al., 2008).  

A superóxido dismutase (SOD) constitui a primeira linha de defesa 

contra os radicais superóxido (O2
-), transformando-os em peróxido de 



Revisão da Literatura 

 

 34 

hidrogênio (H2O2) e oxigênio (O2). Existem três isoformas nos mamíferos que 

catalisam a reação de dismutação dos íons superóxidos sendo todas ligadas a 

um metal de transição no sítio ativo para realizar sua ação. A CuZnSOD está 

localizada no citoplasma, a MnSOD na mitocôndria e a SOD extra celular 

(ecSOD) localiza-se no espaço extra celular e também apresenta como cofator 

Cu e Zn. As três isoformas também são conhecidas como SOD1, SOD2 e 

SOD3, respectivamente (HEISTAD et al., 2006; AFONSO et al., 2007; 

POWERS e JACKSON, 2008). 

A glutationa peroxidase (GPx) catalisa a redução de peróxidos de 

hidrogênio ou hidroperóxidos orgânicos para água e álcool . A redução do 

H2O2, ocorre pela conversão da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada 

(GSSH) que é catalisada pela GPx. A ação da GPx é particularmente 

importante na mitocôndria, uma vez que outra enzima capaz de reduzir o 

peróxido de hidrogênio, a catalase, encontra-se nos peroxissomos (POWERS e 

JACKSON, 2008; TRACHOOTHAM et al., 2008; LU, 2009). 

A catalase atua em várias funções bioquímicas, mas seu principal 

objetivo é catalisar a reação de transformação do peróxido de hidrogênio em 

água e oxigênio. É necessário que o ferro aja como cofator em seu sítio ativo 

(OTTAVIANO et al., 2008; POWERS e JACKSON, 2008). 

Além dessas enzimas, existe numerosos antioxidantes não enzimáticos 

nas células, como a glutationa, ácido úrico, bilirrubina, vitamina C e E 

(POWERS e JACKSON, 2008). 

Os carotenóides são pigmentos amplamente distribuídos na natureza, 

que também desempenham importante papel na proteção às células dos 

organismos por serem compostos biológicos capazes de inativarem moléculas 

eletronicamente excitadas e radicais livres, devido às suas propriedades 

antioxidantes (DI MASCIO et al., 1991).  

Alguns estudos epidemiológicos indicam que o aumento na ingestão de 

vitaminas antioxidantes, e o aumento dessas na corrente sanguínea podem 
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proteger contra doenças cardiovasculares, embora outros não demonstrem o 

mesmo efeito (CLARKE e ARMITAGE, 2002).  

 

2.6- Modelo murino de aterosclerose 

 

Um número substancial de estudos em aterosclerose tem sido realizado 

em diferentes modelos animais, particularmente, em camundongos 

geneticamente modificados.  Isto se deve às vantagens oferecidas ao utilizar 

estes modelos. Dentre elas podemos citar a viabilidade de numerosos 

descendentes congênitos, novas informações genéticas, novas ferramentas 

biológicas e recursos, manutenção fácil, bem como o tamanho pequeno do 

camundongo (OHASHI et al., 2004). 

Os camundongos selvagens são altamente resistentes ao 

desenvolvimento de aterosclerose (BRESLOW, 1996; JAWIEN et al., 2004, 

CASÓS et al., 2008), tendo como principal fator as elevadas concentrações 

sanguíneas das lipoproteínas HDL, uma vez que são responsáveis pelo 

transporte de mais de 85% do colesterol plasmático em camundongos, o que 

difere dos seres humanos nos quais as principais carreadoras de colesterol são 

as LDL, com 65-85% (BRESLOW, 1996, HOFKER et al., 1998; NEUZIL et al., 

1998; FAZIO e LINTON, 2001). Outras características que diferem os 

camundongos dos humanos são: ausência da proteína de transferência de 

ésteres de colesterol (CETP) no plasma de camundongos (em humanos, essa 

proteína transfere ésteres de colesterol da HDL para VLDL e transfere 

triglicerídeos na direção oposta); lípase lipoprotéica solúvel em camundongos e 

ligada a membrana em humanos; reduzida síntese de apo B-100 em 

camundongos; alta eficiência da apo E murina no que diz respeito à remoção 

de lipoproteínas remanescente, quando comparada à apo E humana (FAZIO e 

LINTON, 2001). Apesar dessas diferenças, camundongos e humanos 

possuem, com poucas exceções, o mesmo conjunto de genes que controlam o 

metabolismo de lipoproteínas (HOFKER et al., 1998). 
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A deficiência da apo E ou do receptor de LDL em camundongos 

modificados geneticamente (deleção dos respectivos genes – knockout) leva 

ao desenvolvimento de placas ateroscleróticas nesses animais (MEIR e 

LEITERSDORF, 2004). Essas lesões têm sido extensivamente caracterizadas 

e apresentam semelhanças com as encontradas em humanos (PALINSK et al., 

1994). 

O camundongo deficiente no receptor de LDL (LDLr-/-) possui elevadas 

concentrações plasmáticas das lipoproteínas aterogênicas LDL e IDL, uma vez 

que possui o clearence de LDL, IDL e VLDL reduzido (BRESLOW, 1996). O 

perfil de lipídeos do plasma desses camundongos é mais similar ao de 

humanos com hiperlipidemia do que o modelo apo E-/- (OHASHI et al., 2004). 

Em resposta a uma dieta normolipídica, os camundongos LDLr-/- 

desenvolvem hipercolesterolemia moderada e não desenvolvem lesões 

ateroscleróticas avançadas (ISHIBASHI et al., 1994). A ingestão de dieta 

aterogênica, no entanto, leva-os ao desenvolvimento de hipercolesterolemia 

grave e lesões ateroscleróticas avançadas (FAZIO e LINTON, 2001). Essa 

condição, provavelmente, está relacionada ao fato de que, diferentemente dos 

humanos, os camundongos sintetizam duas versões da apoproteína B, a apo 

B-100 e a apo B-48, sendo ambas incorporadas em VLDL. As VLDL contendo 

apo B-48 geram remanescentes que por aceitarem apo E tornam-se capazes 

de se ligar a receptores de quilomicrons e serem rapidamente retiradas da 

circulação. Portanto, uma dieta comum para esse modelo murino não é capaz 

de elevar os níveis séricos de colesterol a concentrações semelhantes à 

hipercolesterolemia familiar homozigótica. As demais partículas de VLDL que 

apresentam apo B-100 (característica comum em humanos e camundongos) 

formam remanescentes IDL, também contendo a apo B-100, que são retiradas 

do plasma pelos receptores de LDL que reconhecem essa apoproteína. Vale 

ressaltar que a apo B-48, em humanos, são secretadas apenas no intestino 

compondo os QM (ISHIBASHI et al., 1994). 
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Nosso estudo anterior sobre o efeito da suplementação dietética com 

polpa e amêndoa de pequi no perfil lipídico de camundongos demonstrou 

elevação significativa dos níveis séricos do colesterol (AGUILAR, 2006). Assim, 

devido à composição em ácidos graxos saturados do óleo de pequi e seu 

elevado teor em substâncias antioxidantes, sua incorporação à dieta poderia 

apresentar implicações importantes no desenvolvimento da aterosclerose e 

estresse oxidativo.   
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4.1- Objetivo geral 

 

Avaliar os efeitos do óleo de pequi no metabolismo lipídico, 

desenvolvimento da aterosclerose e estresse oxidativo em camundongos 

deficientes para o receptor de LDL.  

 

4.2- Objetivos específicos 

 

- Acompanhar o consumo alimentar e a evolução ponderal dos animais;  

- Avaliar o metabolismo lipídico pela mensuração dos lipídeos totais e 

Colesterol total hepático e cecal; 

- Analisar o efeito da ingestão do óleo de pequi em fatores de risco para 

aterosclerose como Colesterol total, HDL-colesterol e Triglicerídeos, e 

Glicemia de jejum;  

- Avaliar o desenvolvimento da aterosclerose na aorta e válvula aórtica; 

- Determinar a deposição de colágeno na válvula aórtica; 

- Avaliar o efeito antioxidante do óleo de pequi por meio da medida do 

estresse oxidativo no fígado, níveis circulantes de anticorpos anti-LDL 

oxidada e produção de espécies reativas de oxigênio por macrófagos 

peritoneais. 

- Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase e 

catalase. 

 



Efeitos do Óleo de Pequi (Caryocar Brasiliense Camb.) Sobre a Aterogênese e o Estresse 
Oxidativo em Camundongos LDL Receptor Knockout Alimentandos Dieta Aterogênica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5-Materiais e Métodos 



Materiais e Métodos 

 

42 

 

5.1-Animais e grupos experimentais 

 

 Foram utilizados camundongos deficientes para o receptor de LDL 

(rLDL-/-) fêmeas, com 6-8 semanas de idade, divididos em dois grupos: grupo 

controle e grupo pequi. O experimento foi desenvolvido durante seis semanas, 

sendo a dieta e água disponibilizadas ad libitum.  

Os animais foram obtidos do Biotério Ênio Cardillo Vieira do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), onde 

também foram mantidos em ambiente climatizado sob temperatura de 22 a 

24ºC e com ciclo de 12 horas claro e escuro. 

Os animais foram separados homogeneamente de acordo com peso e 

colesterol total. Para isso, previamente ao início do experimento, foram 

coletadas amostras de sangue dos animais (da cauda) para dosagem do 

colesterol total (CT) no tempo zero, após três dias para adaptação à dieta. Ao 

término do período experimental, os animais foram anestesiados 

intraperitonealmente (xilazina-quetamina, 12mg/kg e 75mg/kg de peso corporal, 

respectivamente) e o sangue foi coletado, pelo plexo inguinal, após jejum 

noturno. As amostras sanguíneas foram centrifugadas a 6.000rpm durante 5 

minutos. O soro foi, então, armazenado a -80º C para análises posteriores.  

Durante o sacrifício foram coletados fígado, coração e aorta, após 

perfusão com salina tamponada com fosfato (PBS), e os mesmos foram 

armazenados a -80ºC. O Ceco foi removido e o conteúdo cecal armazenado.  

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética de Experimentação Animal 

da UFMG (CETEA/UFMG): nº do protocolo 225/2008 (Anexo). 
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5.2- Preparo das dietas 

 

 O óleo da polpa de pequi utilizado no experimento foi adquirido no 

mercado Central de Belo Horizonte advindo da região de Montes Claros – MG. 

O óleo foi armazenado sob refrigeração até o preparo da dieta para evitar a 

oxidação.  

 Foi utilizada dieta padrão para camundongos AIN-93G acrescida de 

1,25% de colesterol, visto que, o modelo animal utilizado (LDLr-/-) requer uma 

dieta aterogênica para desenvolver placas ateroscleróticas. Para a dieta 

experimental, o óleo de soja foi substituído pelo óleo de pequi (Tabela 2). 

Tabela 2- Composição das dietas controle e experimental ofertadas aos 

animais, baseadas na dieta padrão (AIN-93G), acrescida de 1,25% de 
colesterol 

INGREDIENTES DIETA CONTROLE 

(gramas) 

DIETA EXPERIMENTAL (gramas) 

Amido de milho1 529,5 529,5 

Caseína2 200,0 200,0 

Sacarose 100,0 100,0 

Óleo de soja3 70,0 - 

Óleo de pequi - 70,0 

Celulose 50,0 50,0 

Mix de minerais4 35,0 35,0 

Colesterol5 12,5 12,5 

BHT 0,014 0,014 

Mix de vitaminas4 10,0 10,0 

Bitartarato de colina 2,5 2,5 

Metionina 3,0 3,0 

1 
Milhena, Emifor Indústria de Alimentos S.A. 

2
Proquimios 

3
Liza, Cardill Agricola S.A. 

4
Rhoster, |ndústria e Comércio LTDA 

5
Sigma Chemical 
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5.3- Verificação do consumo da dieta  

 

Para a quantificação do consumo alimentar, as dietas ofertadas foram 

pesadas semanalmente. O restante de dieta ofertada foi quantificado pela 

soma da sobra e o resto no fundo da gaiola (obtido por peneiração da 

maravalha). A diferença entre dieta ofertada e o restante não consumido 

forneceu o consumo semanal de dieta.  

 

5.4- Avaliação da evolução ponderal e ganho de peso corporal 

 

Os camundongos foram pesados semanalmente para acompanhamento 

da evolução ponderal. O ganho de peso corporal total foi obtido pela diferença 

entre peso final e peso inicial. 

 

5.5- Avaliação do metabolismo lipídico  

 

O metabolismo lipídico dos animais submetidos à dieta controle e 

experimental foi avaliado por meio da obtenção dos níveis bioquímicos séricos 

do Colesterol total (CT), HDL-colesterol (HDL-c), fração aterogênica, índice 

aterogênico e Triglicerídeos e dos lipídeos totais e CT hepático e cecal. 
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5.5.1- Exames bioquímicos séricos 

 

 No soro foram realizadas dosagens dos níveis de colesterol total (CT), 

HDL-colesterol (HDL-c) e triglicerídeos (TG). A fração aterogênica (FA) foi 

obtida pela diferença entre CT e HDL-c, e o índice aterogênico foi obtido pela 

razão entre FA e HDL-c.  

Os métodos para determinação utilizados são descritos a segui:   

 

I- Colesterol Total 

 

O CT foi obtido pelo método da colesterol oxidase (ALLAIN et al.,1974), 

utilizando-se kit comercial (Labtest, Brasil). 

O colesterol total é determinado de acordo com as seguintes reações:  

 

                           Colesterol 

Ésteres de colesterol                        Colesterol + ácidos graxos 

                                      Esterase   

 

                            Colesterol 

Colesterol +O2                            Colesterol-4-en-ona + H2O2 

                               Oxidase 

 

                                                   Peroxidase 

2H2O2 + Fenol + 4-Aminoantipirina                       Antopirilquinonimina + 4 H2O 
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O método consiste na hidrólise de ésteres de colesterol pela colesterol 

esterase produzindo colesterol livre e ácidos graxos. O colesterol livre, em 

presença da colesterol oxidase e de oxigênio, é oxidado a colest-4-en-ona e 

peróxido de hidrogênio que pela ação da peroxidase em presença de fenol e 4-

aminoantipirina produz um composto róseo-avermelhado (Antopirilquinonimina) 

com absorção máxima em 500nm. A intensidade da cor formada é diretamente 

proporcional à concentração de colesterol na amostra. 

As concentrações de colesterol no soro ou plasma dos animais foram 

determinados por um ensaio em microplaca de 96 poços (FAZIO et al., 1997). 

Resumidamente, 5l das amostras de soro foram diluídas em água deionizada 

na proporção 1:200, para adequar as leituras de absorbância à variação linear 

do teste. 100l de reagente de colesterol total foram adicionados aos 100l de 

soro diluído. Após um período de incubação de 15 minutos a 37oC, a 

absorbância foi lida a 492nm em um leitor de microplaca. As dosagens foram 

feitas em duplicata. 

 

II- HDL-colesterol 

 

As concentrações de HDL-colesterol no soro foram obtidas por meio do 

kit enzimático Labtest, Brasil, cujo princípio se baseia na precipitação seletiva e 

quantitativa das lipoproteínas LDL e VLDL pelo ácido fosfotúgnstico e cloreto 

de magnésio. Após centrifugação (12.000rpm por 5 minutos), o colesterol 

ligado às lipoproteínas de alta densidade (HDL) é determinado no 

sobrenadante. 

 O sobrenadante foi plaqueado (10L) em duplicata em uma microplaca 

de 96 poços, em seguida, adicionados a 200L do reagente de cor (Colesterol 

Liquiform - Labtest - Brasil). Após incubação de 15 minutos a 37º C, a 

absorbância foi lida a 492nm. 



Materiais e Métodos 

 

 47 

 Para a determinação do padrão foi plaqueado 10L do reagente padrão. 

Para o cálculo das concentrações do HDL-colesterol foi feita a determinação do 

Fator de Calibração através da seguinte equação: Fator de calibração = 

40/média da Absorbância do Padrão. Então, segue-se o cálculo: HDL= 

Absorbância da amostra x Fator de calibração. 

 

III- Triglicerídeos 

 

A determinação dos triglicerídeos foi feita utilizando-se kit comercial 

(Doles, Brasil), de acordo com o método enzimático colorimétrico segundo 

Fossati e Prencipe (1982). A quantificação ocorre de acorde com as seguintes 

reações: 

 

                  Lipase 

Triglicerídeos + H2O                        Glicerol + ácidos graxos 

                                    

                             Glicerol  

Glicerol + ATP                       Glicerol-3-fosfato + ADP 

                            Quinase 

 

                                 Glicerol 

 Glicerol-3-fosfato                       Dihidrodihidroxiacetona + H2O2 

                       Fosfato  

 

                                              Peroxidase  

H2O2 + 4-clorofenol + 4-aminoantipirina                  4-antipirilquinonimina + 4H2O 



Materiais e Métodos 

 

 48 

  

O método consiste na hidrólise de triacilgliceróis do soro pela lipase 

lipoprotéica produzindo glicerol livre, que é fosforilado pela glicerol quinase, 

cujo produto sofre a ação da glicerol fosfato a qual, em presença de oxigênio, 

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

um reagente fenólico (4-clorofenol) e 4-aminoantipirina, produz um composto 

róseo avermelhado, com máximo de absorção a 510nm.  

As dosagens e a curva padrão foram feitas em microplacas de 96 poços. 

A diluição utilizada foi de 5L de soro em 495L (diluição 1:100) de água 

deionizada. 100l de reagente de cor foram adicionados aos 100l de soro 

diluído. Após um período de incubação de 15 minutos a 37oC, a leitura foi 

realizada a 492nm.  

 

5.5.2- Verificação do perfil lipídico hepático e cecal  

 

Os fígados foram retirados e congelados a –80ºC para posterior 

quantificação dos níveis de lipídeos. O ceco também foi retirado e o conteúdo 

cecal armazenado a -80ºC para posterior avaliação lipídica.  

Os lipídeos totais hepáticos foram extraídos com o uso de solventes 

orgânicos de acordo com o método de Folch et al. (1957). 100mg de fígado 

foram triturados, durante um minuto, com 1900µL de solução de 

clorofórmio:metanol (2:1), usando-se homogeneizador de tecidos. Os tubos 

foram centrifugados por 10 minutos a 3.000rpm, após adição de 400μL de 

metanol. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de ensaio com peso 

conhecido e posteriormente acrescido 800μL de clorofórmio e 640μL de 

solução de NaCl a 0,73%. Após nova centrifugação por 10 minutos a 3.000rpm, 

foi desprezada a fase superior. A parede interior de cada tubo foi lavada três 

vezes com 600μL de solução de Folch (solução de 3% de clorofórmio, 48% de 

metanol, 47% de água e 2% de NaCl a 0,29%). Após cada lavagem, a fase 
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superior foi descartada. Os extratos lipídicos obtidos foram secos em estufa 

overnight a 37ºC, e os lipídeos quantificados gravimetricamente.  

Para obtenção dos lipídeos totais do conteúdo cecal foram utilizados 

25mg de conteúdo. Seguiram-se, então, os procedimentos como feitos para o 

tecido hepático. 

Os extratos lipídicos foram ressuspensos em 500μL de isopropanol para 

a determinação dos níveis de colesterol total. Para as dosagens do CT no 

extrato lipídico, seguiu-se o método enzimático já anteriormente descrito.  

 

5.6- Avaliação da glicemia  

 

Para avaliação da glicemia dos animais, foram dosados os níveis de 

glicose plasmática ao término do experimento. 

Os níveis de glicose no plasma foram dosados por meio do kit 

enzimático Labtest (Brasil), cujo princípio se baseia na oxidação da glicose a 

ácido glucônico, pela ação da glicose oxidase, com liberação de peróxido de 

hidrogênio. Esse, pela ação da peroxidase em presença de fenol e 4-

aminoantipirina, produz uma antipirilquinonimina de coloração róseo-

avermelhado com absorbância entre 490 e 520nm, segundo reações abaixo: 

 

                                   Glicose  

 Glicose + O2 + H2O                       Ácido glucônico + H2O2 

                           Oxidase 

 

                                           Peroxidase 

H2O2 + fenol + 4-aminoantipirina                      antipirilquinonimina + 4H2O 
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 O sangue coletado com fluoreto contendo antiglicolítico foi centrifugado 

a 6.000rpm por cinco minutos para obtenção do plasma. Foram transferidos 

para uma microplaca de 96 poços 2L de plasma e adicionados 200L do 

reagente de cor, em duplicata. Após incubação de 15 minutos a 37º C, a 

absorbância foi lida a 492nm em leitor de microplaca (Thermo Plate). 

 Para a determinação do padrão foi plaqueado 2L do reagente padrão. 

Para o cálculo das concentrações de glicose, em mg/dL, foi utilizada a fórmula, 

indicada pelo Kit Labtest (Brasil): Média da absorbância da amostra / média da 

absorbância do padrão x 100.  

 

5.7- Avaliação da aterosclerose 

 

 Para avaliar o desenvolvimento da aterosclerose foi observada a área de 

lesão na aorta e na válvula aórtica. Bem como a caracterização das lesões 

neste quanto à deposição de colágeno. 

 

5.7.1-Área de lesão na aorta 

 

Para avaliação da deposição lipídica, cada aorta foi cuidadosamente 

retirada, dissecada removendo toda a adventícia a partir da válvula aórtica até 

a bifurcação ilíaca e, em seguida, lavada em PBS e armazenada a –80º para 

quantificação da placa através da coloração em Sudan IV. 

Para a coloração, as aortas foram abertas longitudinalmente e fixadas 

overnight com solução de formol-sacarose (4% paraformoldeído, 5% de 

sacarose, 20µmol/L de BHT, e 2µmol/l EDTA, pH 7,4) a 40C. Depois de fixadas, 

as aortas foram submetidas a uma solução de 70% de etanol durante cinco 
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minutos para desidratação e, posteriormente, coradas por 10 minutos sob 

agitação em uma solução filtrada contendo 0,5% de Sudan IV, 35% de etanol, 

e 50% de acetona. Em seguida, as aortas foram descoradas por cinco minutos 

em solução de etanol 80%, de maneira que apenas as placas de gordura 

permanecem coradas, devido à afinidade do Sudan IV por lipídeos (PALINSKI 

et al., 1994).  

As imagens das aortas coradas com Sudan IV foram capturadas por 

scaner e digitalizadas em computador. O programa analisador de imagens 

Image-Pro Plus versão 6.3 (Image-Pro Plus Software, Bethesda Maryland - 

USA) foi utilizado para obtenção das medidas.  

 O cálculo das lesões nas aortas foi realizado considerando a 

porcentagem da lesão em relação à área total da aorta.  

 

5.7.2-Lesões ateroscleróticas na válvula aórtica 

 

  Os corações foram retirados e cortados na linha mediana, sendo 

utilizada a parte proximal, onde se localiza a válvula aórtica. Esta foi 

primeiramente fixada em solução de formol 10% por cinco horas e, em seguida, 

transferida para uma solução de sacarose a 30% em salina fisiológica por 24 

horas, para desidratação do tecido. O tecido foi, então, incluído em Tissue 

Freezing Médium (Jung Tissue Freezing Medium; Leica Microsystems, 

Wetzlar - Germany) e cortados em criostato (secções de 10µm). Os cortes 

foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE). Esse material foi, então, 

codificado, examinado e submetido à análise morfométrica das lesões. Para 

isso, foram selecionados 10 cortes, amostrando uma extensão média de 250-

300m, com as estruturas anatômicas referenciais da válvula aórtica, que 

foram fotografados (aumento de 100x) e a medida das áreas de lesão feita com 

o auxilio do software analisador de imagens Image-Pro Plus. O cálculo da lesão 

média/animal foi feito somando-se todas as medidas dos 10 cortes, 

representando o valor da área da lesão. 
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5.7.3- Avaliação da deposição de colágeno na válvula aórtica 

 

 Para avaliação da deposição de colágeno, os cortes da válvula aórtica 

foram corados com Tricrômio de Gomori. Os cortes foram fotografados e a 

medida das áreas de colágeno feita pela quantificação da coloração em tom 

esverdeado com o auxilio do software analisador de imagens Image-Pro Plus. 

A quantidade é dada pela porcentagem de colágeno por área de lesão. 

 

5.8- Avaliação do estresse oxidative 

 

Para avaliação do estresse oxidativo, foi analisada a peroxidação lipídica 

no fígado, investigada a presença de anticorpos anti-LDL oxidada, visto que o 

estresse oxidativo aumenta a oxidação das LDL plasmáticas, e verificada a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) por macrófagos peritoneais. 

 

5.8.1- Peroxidação lipídica 

 

Para avaliar a peroxidação lipídica, procedeu-se a determinação das 

espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico no tecido hepático dos animais. 

 A determinação das espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico foi obtida 

pela técnica de TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances), de acordo 

com Wallin et al. (1993), cujo procedimento será descrito abaixo. Para isso, 

uma parte dos fígados foi lavada em PBS, envolvida em papel alumínio e 

borrifado nitrogênio gasoso para evitar oxidação do tecido. Em seguida foram 

armazenados a -80ºC.  

A formação de malondialdeído (MDA), resultante da quebra de ácidos 

graxos poli-insaturados, é um conveniente índice para se determinar o grau de 
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peroxidação lipídica. O ácido tiobarbitúrico reage com o MDA, formando um 

aduto na proporção de 2:1, sendo este detectado espectrofotometricamente a 

535nm (Figura 8). 

 

 

Figura 8- Fórmula molecular do aduto formado na reação entre o ácido tiobarbitúrico e o 
malondialdeído na técnica de TBARS. Sua coloração róseo-alaranjada é detectável 
espectrofotometricamente a 535nm. 

Fonte: BUEGE e AUST, 1987. 

 

A determinação das espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

foi realizada segundo o método descrito por Buege e Aust (1978). Para tal, o 

homogenato do fígado foi obtido triturando-se 100mg de tecido em 1mL de 

PBS (pH = 7,4). Uma alíquota de 500L do homogenato foi misturada a 1mL da 

solução de ácido tricloroacético 15% (p/v), ácido tiobarbitúrico 0.38% (p/v) e 

HCl a 0.25N. A mistura foi aquecida em banho-maria fervente por um período 

de 15 minutos. Após resfriamento em água corrente, adicionou-se 1,5mL de 

butanol, para extração do cromóforo, e a mistura foi centrifugada a 3.000rpm 

por 10minutos. A absorbância do sobrenadante foi lida a 535nm e o resultado 

foi normalizado por dosagem de proteínas pela técnica de Lowry et al. (1951), 

segundo o qual a concentração de proteínas nas amostras é calculada através 

de uma curva padrão, feita com albumina.   

 

5.8.2- Investigação da presença de anticorpos anti-LDL oxidada 

 

Para determinação de anticorpos anti-LDL oxidada no soro foi realizada 

a medida por ELISA. Para isso, foi necessária, primeiramente, a obtenção de 

LDL nativa e LDL oxidada, sendo, então, realizados os passos a seguir: 
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I- Separação da LDL  

 

Após a coleta de 10mL do sangue de indivíduo saudável (voluntário) não 

fumante, em tubo vacutainer com EDTA 10%, procedeu-se a centrifugação a 

3.000rpm por dez minutos, em centrífuga de mesa (Fanem Excelsa Baby, mod. 

205N). O plasma foi coletado e adicionado os conservantes: aprotinina, 

benzamidina 2mM, solução de azida sódica 5% com EDTA 5% e clorafenicol 

0,1% e, por fim, o PMSF 0,5mM em DMSO. O plasma teve sua densidade 

elevada para 1,21 (densidade da lipoproteína HDL) com solução de Brometo 

de potássio (KBr). Três mililitros deste plasma foram colocados em tubos de 

polipropileno, com volume total de 10mL, próprios para ultracentrífuga Sorvall 

Ultra pro-80/Du Pont, utilizando o rotor 875T. Após o plasma, foi adicionada a 

solução de KBr de densidade 1,006 até completar o volume total do tubo, 

formando assim o gradiente descontínuo de densidade de duas camadas. Os 

tubos devidamente equilibrados foram colocados para centrifugação por duas 

horas e meia a 50.000rpm e 40C, para separação das lipoproteínas de alta 

densidade. Terminada a rodada, foi retirada a camada composta pela LDL e a 

amostra foi submetida à diálise em solução de tampão fosfato (PBS), por um 

período de vinte e quatro horas a 40C, com três trocas do tampão. Em seguida, 

o material foi filtrado e guardado estéril em atmosfera de nitrogênio a 40C, em 

recipiente protegido da luz (CHUNG et al., 1986). 

 

II- Oxidação da LDL 

 

Para a oxidação da LDL foi acrescido CuCl2 a 1mM, para concentração 

final de 5μM. Após 3 horas e 30 minutos de oxidação, a 37ºC, sob agitação 

constante e envolto em papel alumínio. A reação foi finalizada com EDTA 0,5M 

(proporção de 2 EDTA: 1 CuCl2).  
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III- Quantificação das Imunoglobulinas Anti - LDL Oxidada 

 

As Imunoglobulinas foram dosadas pelo ensaio ELISA (LEE et al., 1999), 

descritos resumidamente:  

 Microplacas de poliestireno (Nunc, Maxisorp, Denmark) foram incubadas 24 

horas, em temperatura ambiente, com 100L/ poço de solução do antígeno (LDL 

oxidada e nativa, com concentração 50g/mL de proteína) diluído em salina 

fisiológica. Após o período de sensibilização, as placas foram incubadas por uma 

hora, com 200L de uma solução BSA 1,0% em PBS, por poço, para bloqueio, à 

37°. A solução de bloqueio foi desprezada e as placas foram lavadas 5 vezes com 

salina fisiológica contendo 0,05%  de Tween 20 (SIGMA Chemical Co., St Louis, 

MO, USA). Em seguida, 100L/poço das amostras de soro (diluído 1:10) foram 

incubadas a temperatura ambiente, overnight. As placas foram lavadas cinco 

vezes com salina-Tween 0,05% e incubadas, por duas hora a 37oC, com 100L 

de uma solução de IgG peroxidase, na diluição 1:5000. As placas, após serem 

lavadas cinco vezes com salina-Tween, foram incubadas no escuro, com 100L 

de uma solução de tampão citrato (10mL, pH=5,0) contendo 40l de H2O2 e 10mg 

de ortofenileno-diamino (OPD) para o desenvolvimento de cor, por reação 

enzimaticamente catalisada. Após trinta minutos de incubação, a reação foi 

interrompida pela adição de 30L/poço de H2SO4 1:20. A absorbância foi lida no 

comprimento de onda de 492nm por leitor automático (Model 450 microplate 

Reader, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

Os resultados foram obtidos pelo cálculo da média das repetições da LDL 

oxidada subtraída pela LDL nativa em cada grupo experimental, sendo o 

resultado dado em unidades arbitrárias. 
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5.8.2- Verificação da produção de espécies reativas de oxigênio por 

macrófagos peritoneais 

 

 Para verificar a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) por 

macrófagos peritoneais, foi realizado um estudo ex vivo, como avaliação 

indireta de estresse oxidativo.  

 Camundongos LDLr-/- foram submetidos à dieta controle e experimental 

por duas semanas. Após esse período, os animais foram sacrificados e os 

macrófagos peritoneais residentes (ou seja, não ativados) foram retirados com 

PBS gelado e estéril. Após centrifugação, o PBS sobrenadante foi descartado e 

os macrófagos ressuspensos em meio de cultura (RPMI incolor estéril). Para 

medir a produção de ROS, os macrófagos foram plaqueados em triplicata 

numa concentração de 1x106 células por poço, e submetidos a estímulo com 

zymosan (partículas derivas da parede celular de fungo, ricas em β-glucana, 

que são reconhecidas e fagocitadas por macrófagos ativando a produção de 

ROS). Como reagente foi utilizado luminol e a luminescência foi lida por uma 

hora em intervalos de 60 segundos. A produção basal de ROS também foi 

acompanhada plaqueando os macrófagos sem uso de estímulo. A área sob a 

curva da produção de ROS foi calculada para comparação estatística entre os 

grupos submetidos ou não ao estimulador da produção de ROS zymozan. 

 

5.9-Avaliação da atividade de enzimas antioxidantes 

 

 Para avaliar se o efeito antioxidante da dieta contendo óleo de pequi 

teve alguma relação com a atividade de enzimas antioxidante, foi quantificada 

a atividade das enzimas superóxido dismutase e catalase nos fígados dos 

animais. 
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5.9.1- Determinação da atividade de superóxido dismutase 

 

A dosagem da atividade da superóxido dismutase (SOD) é baseada na 

sua habilidade em limpar radicais superóxidos (O2
-), diminuindo a razão de 

auto-oxidação do pirogallol (adaptado de DIETERICH et al., 2000).  

A técnica consiste em homogeneizar o tecido em tampão fostafo 

(50mM). 30μL de homogenato foi plaqueado em placa de 96 poços e acrescido 

de 99μL de tampão fosfato, 6μL de MTT (brometo de dimetiltiazol-

difeniltetrazolium) e 15μL de pirogallol. Para o branco, o pirogallol foi 

substituído por tampão fosfato e para o padrão, a amostra foi substituída por 

tampão fosfato. Após cinco minutos de incubação a 37ºC, a reação foi parada 

com 150μL de DMSO (dimetil sulfóxido) e a absorbância foi lida a 570nm. Para 

o cálculo do resultado foi considerado que 1 unidade (U) de SOD é capaz de 

evitar a autoxidação de 50% de pirogallol do padrão. O resultado foi expresso 

em Unidades por mg de proteína (U/mg proteínas). 

 

5.9.2- Determinação da atividade de catalase 

 

A dosagem da atividade de catalase se baseia no decaimento da 

absorbância do peróxido de hidrogênio (H2O2) – (A240) pela metabolização 

deste pela catalase (2H2O2  2H2O + O2), de acordo com Nelson e Kiesow 

(1972). 

 Resumidamente, 25μL de homogenato de tecido em tampão fosfato 

(50mM) diluído (1:25) foram acrescentados a 1mL de tampão fosfato 50mM em 

uma cubeta de quartzo. Foram acrescidos 25L de solução de H2O2 0,3M e lida 

a absorbância (A240) durante um minuto. Os cálculos foram feitos pela diferença 

de leitura no tempo final pelo tempo inicial, dividido pelo volume (mL) da 

amostra. O resultado é expresso por concentração de proteína (mg/mL), 

dosada pelo método de Lowry et al. (1951). 
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5.10- Métodos estatísticos de tratamento dos dados 

 

Para detecção de outliers foi realizado o teste de Grubbs. Os dados 

foram analisados quanto à distribuição pelo teste de D’Agostino and Pearson, 

sendo, posteriormente, os paramétricos submetidos ao teste T de student, 

considerado como significante p<0,05, e os não paramétricos ao teste de Mann 

Whitney. 

  As análises foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism 

5.0 (GraphPad Software, San Diego California - USA). Os resultados foram 

expressos como média ± erro padrão, para os dados com distribuição normal, e 

como mediana, quando não paramétricos. 



Efeitos do Óleo de Pequi (Caryocar Brasiliense Camb.) Sobre a Aterogênese e o Estresse 
Oxidativo em Camundongos LDL Receptor Knockout Alimentandos Dieta Aterogênica 
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6.1- Consumo alimentar e peso corporal 

 

 Para avaliar a aceitação das respectivas dietas foi observado o consumo 

semanal em cada grupo. Não foi encontrada diferença no consumo entre os 

grupos controle e experimental (Tabela 3). 

 

Tabela 3- Consumo alimentar, peso inicial, peso final e ganho de peso dos 

camundongos LDLr-/- submetidos a dieta controle (óleo de soja) ou enriquecida 
com óleo de pequi durante seis semanas  

 Controle O. Pequi 

Ingestão diária/animal (g) 3,5 ± 0,06 3,5 ± 0,1 

Peso inicial (g) 15,22 ± 0,5 15,93 ± 0,5 

Peso final (g) 19,14 ± 0,3 20,0 ± 0,4 

Ganho de peso (g) 3,9 ± 0,3 4,3 ± 0,4 

Os valores são apresentados como Média ± Erro padrão (n=12). 

 

 Para acompanhamento da evolução ponderal, os animais foram pesados 

semanalmente e, ao término do experimento, o ganho de peso total foi obtido 

pela diferença entre peso final e inicial. Não houve diferença no peso corporal 

dos camundongos durante o período experimental. O ganho de peso total 

também foi semelhante entre os grupos controle e óleo de pequi (Tabela 3). 

 

6.2- Metabolismo lipídico e glicemia  

 

 Para avaliação do metabolismo lipídico, foi analisado o perfil lipídico 

sérico, hepático e cecal nos animais ao final do experimento. A avaliação da 

glicemia foi obtida por meio da dosagem dos níveis de glicose no plasma 

sanguíneo. 
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6.2.1- Perfil lipídico e glicêmico sanguíneo 

 

 O acréscimo de 1,25% de colesterol às dietas para torná-las 

aterogênicas promoveu hipercolesterolemia em ambos os grupos. A dieta 

enriquecida com óleo de pequi resultou em um significante aumento nos níveis 

séricos dos fatores de risco para aterosclerose como o colesterol total, fração 

aterogênica, índice aterogênico e triglicerídeos, em comparação à dieta 

controle. Em contraste, o HDL-c não diferiu entre os grupos (Tabela 4).  

 

Tabela 4- Perfil lipídico e glicêmico sanguíneo dos camundongos LDLr-/- após 

seis semanas sob dieta controle (óleo de soja) ou enriquecida com óleo de 
pequi  

 Controle O. Pequi 

Colesterol total (mg/dL) 377 ± 28,2 939 ± 65,6* 

HDL-colesterol (mg/dL) 35 ± 3,3 29 ± 2,3 

Fração aterogênicaa (mg/dL) 343 ± 29,2 873 ± 48,2* 

Índice aterogênicob  10,8 ± 1,4 33,3 ± 4,2* 

Triglicerídeos (mg/dL) 114 ± 17,6 178 ± 18,5* 

Glicose (mg/dL) 123 ± 9,9 143 ± 11,7 

Valores apresentados como média ± Erro padrão (n=12). *p<0,05. 
a CT – HDL-c. bFração aterogênica/HDL-c. 

  

 A concentração de glicose plasmática foi estatisticamente semelhante, 

demonstrando que as diferentes dietas não apresentaram efeito distinto para 

esse parâmetro (Tabela 4). 

 

6.2.2- Perfil lipídico hepático e cecal 

 

 Os animais alimentados com dieta contendo óleo de pequi tiveram 

maior acúmulo de lipídio no fígado, uma vez que a quantidade de lipídeos totais 

hepáticos extraída foi significativamente superior no grupo experimental em 
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comparação ao controle (Tabela 4). Os lipídeos totais extraídos do conteúdo 

cecal, no entanto, foram estatisticamente semelhantes entre os grupos. 

 A dosagem de colesterol total nos lipídeos extraídos do fígado e 

conteúdo cecal demonstrou efeito da dieta enriquecida com óleo de pequi, já 

que maior concentração do CT foi encontrada para os animais experimentais 

(Tabela 5).  

 
Tabela 5 – Perfil lipídico do fígado e conteúdo cecal dos camundongos LDLr-/- 

após seis semanas sob dieta controle (óleo de soja) ou enriquecida com óleo 
de pequi  

 Controle O. Pequi 

Lipídeos totais  

hepático (mg/g) 

123 ± 11  191 ± 17* 

Lipídeos totais 

cecal (mg/g) 

290 ± 48 210 ± 20 

Colesterol total 

hepático (mg/g) 

13 ± 2,3 25 ± 2,8* 

Colesterol total 

cecal (mg/g) 

9 ± 1,2 17 ± 2,6* 

Os valores são apresentados como média ± Erro padrão para por apresentarem 
distribuição normal, exceto para colesterol total cecal que são apresentados como 
mediana, por não serem paramétricos (n=12). *p<0,05. 

 

 

6.3- Avaliação da aterosclerose 

 

 O desenvolvimento da aterosclerose foi avaliado por meio da 

quantificação da área de lesão na válvula aórtica e na aorta. A escolha em 

avaliar estes dois sítios foi devido ao fato de que as lesões na aorta 

desenvolvem-se mais tardiamente em relação ao sinus, apresentando-se, 

portanto, em estágios mais iniciais. 

 A aterosclerose na raiz da aorta (na região da válvula aórtica) por 

ocorrer mais precocemente mostra-se em estágio mais avançado do que o 
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visto na aorta. Nessa região, as lesões no grupo pequi, acompanhando o risco 

aterogênico, apresentaram-se significativamente maiores em relação ao 

controle (Figura 9). Os animais do grupo controle apresentaram lesões 

intermediárias formadas por estrias gordurosas com várias camadas de células 

espumosas, já sendo possível perceber a formação da capa fibrosa. No grupo 

pequi, entretanto, nota-se lesões em estágio mais avançado com presença da 

capa fibrosa e deposição de cristais de colesterol em áreas de necrose. 
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Figura 9- Área de lesão aterosclerótica na válvula aórtica dos camundongos LDLr-/- após seis 

semanas sob dieta controle (óleo de soja) ou enriquecida com óleo de pequi.  
(A) e (B) Histologia das válvulas aórticas mostrando características das lesões dos grupos 
controle e óleo de pequi, respectivamente. Cortes histológicos corados em Hematoxilina-
Eosina, aumento de 100x. A seta indica presença de capa fibrosa, as estrelas indicam regiões 
onde se evidencia a existência de cristais de colesterol e o asterisco indica região de necrose. 
(C) Representação gráfica da área de lesão. Os valores são apresentados como média ± Erro 

padrão (n=12). *p<0,05. 
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A deposição de colágeno nas lesões da válvula aórtica constitui um fator 

importante para a estabilidade da placa. A quantidade de colágeno nas lesões 

apresentou-se estatisticamente semelhante entre o grupo controle e o 

experimental demonstrando que não houve interferência da dieta (Figura 10). 
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Figura 10- Deposição de colágeno na válvula aórtica dos camundongos LDLr-/- após seis 

semanas sob dieta controle (óleo de soja) ou enriquecida com óleo de pequi.   
(A) e (B) Histologia das válvulas aórticas mostrando características das lesões dos grupos 
controle e óleo de pequi, respectivamente, quanto à deposição de colágeno, indicado pela cor 
verde (seta). Cortes histológicos corados em Tricrômio de Gômori e contracorados com 
hematoxilina, com aumento de 100x. (C) Representação gráfica da área de lesão Os valores 
são apresentados como média ± Erro padrão. 
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B 

Aortas dos animais do grupo experimental, surpreendentemente, 

apresentaram uma significante redução na área acometida por lesões 

ateroscleróticas após a ingestão do óleo de pequi (Figura 11). A redução foi de 

cerca de 50% da área acometida pela lesão em animais controles.  
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Figura 11- Área de lesão nas aortas dos camundongos LDLr-/- após seis semanas sob dieta 

controle (óleo de soja) ou enriquecida com óleo de pequi.  
(A) Foto das aortas coradas com Sudan IV. (B) Porcentagem da área de lesão. Os valores são 
apresentados como média ± Erro padrão (n=10). *p<0,05. 

 

 

Em resumo, os dados do metabolismo lipídico e lesão aterosclerótica 

mostraram que o óleo de pequi retarda o inicio do desenvolvimento da lesão 

(como visto na aorta), mas aumenta a aterogênese quando esta é analisada 

em um estágio mais avançado.  

Como o aumento da placa seria o esperado para o perfil lipídico 

proaterogênico visto no soro de animais alimentados com óleo de pequi, nosso 

objetivo, a seguir, foi avaliar os efeitos do pequi que poderiam estar envolvidos 

na menor formação de placas em seus estágios iniciais (como visto na aorta).  

O alto nível de antioxidantes no pequi, descrito anteriormente, faz destas 

substâncias os primeiros candidatos à investigação de seus efeitos.  
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6.4- Estresse oxidativo  

 

 Devido à rica composição em substâncias antioxidantes do óleo de 

pequi foram, então, verificados possíveis efeitos de sua ingestão sobre o 

estresse oxidativo. A avaliação do estresse oxidativo foi realizada por meio da 

análise da peroxidação lipídica no fígado, determinação da presença de 

anticorpos anti-LDL oxidada no soro e produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) por macrófagos peritoneais. 

 

6.4.1- Peroxidação lipídica no fígado 

 

 Como visto anteriormente, a ingestão de dieta com óleo de pequi 

aumentou o teor de lipídeos totais no fígado. Porém, vimos que essa dieta 

resultou em uma significante diminuição da peroxidação lipídica hepática 

avaliada pela técnica de TBARS (Figura 12). 
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Figura 12- Peroxidação lipídica no fígado dos camundongos LDLr-/- após seis semanas sob 
dieta controle (óleo de soja) ou enriquecida com óleo de pequi.  

Os valores são apresentados como média ± Erro padrão (n=12). *p<0,05. 
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6.4.2- Atividade de enzimas antioxidantes 

 

 Foi avaliada uma possível relação entre o efeito antioxidante da dieta 

contendo óleo de pequi e a atividade das enzimas antioxidantes superóxido 

dismutase e catalase no tecido hepático.  

Não foram encontradas diferenças entre os grupos quanto à atividade 

enzimática da superóxido dismutase e da catalase no fígado dos animais 

(Figura 13). Esses dados nos levam a concluir que o óleo de pequi age como 

um antioxidante direto e não indiretamente pela atividade destas enzimas. 
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Figura 13- Atividade enzimática da superóxido dismutase (SOD) (A) e catalase (B) no fígado 
dos camundongos LDLr-/- após seis semanas sob dieta controle (óleo de soja) ou enriquecida 
com óleo de pequi.  

Os valores são apresentados como Média ± Erro padrão (n=12).  

 

  

6.4.3- Determinação de anticorpos anti-LDL oxidada 

 

  A presença de anticorpo anti LDL oxidada representa uma medida 

indireta da oxidação de LDL, uma vez que a concentração de seus anticorpos 

específicos aumenta com o aumento da concentração de LDL oxidada no soro. 

Neste estudo, foi observado que o soro dos animais alimentados com óleo de 

A B 
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pequi apresentaram concentração de anticorpos anti-LDL oxidada menor em 

comparação aos animais do grupo controle (Figura 14), sugerindo efeito sobre 

a oxidação de LDL na corrente sanguínea.  
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Figura 14- Imunoglobulinas anti-LDL oxidada no soro de camundongos LDLr-/- após seis 
semanas sob dieta controle (óleo de soja) ou enriquecida com óleo de pequi.   
Os valores são apresentados como Média ± Erro padrão (n=12). *p<0,05. 

  

 

6.4.4- Verificação da produção de espécies reativas de oxigênio por 

macrófagos peritoneais 

 

 Os dados obtidos até agora sugerem que o óleo de pequi reduziu o 

estresse oxidativo, incluindo a oxidação de LDL por uma ação antioxidante de 

alguns de seus componentes. Porém, as alterações intracelulares que podem 

decorrer da ingestão crônica de pequi ainda não foram estudadas. Assim, 

nosso próximo passo foi verificar se macrófagos seriam também afetados pelos 

efeitos do óleo de pequi. Nossos resultados com macrófagos peritoneais 

residentes não estimulados têm níveis basais de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) semelhantes em ambos os grupos. Porém, após estímulo com zymosan, 

nota-se que o grupo ingerindo pequi apresenta menor liberação de ROS por 

macrófagos não ativados previamente (Figura 15), inferindo efeito modulador 

da dieta experimental.   



Resultados 

 

 69 

 

 

 
C
ontr

ole
 s

em
 e

st
ím

ulo

O
. P

eq
ui s

em
 e

st
ím

ulo

C
ontr

ole
 +

 z
ym

osa
n

O
. P

eq
ui +

 z
ym

osa
n

0.0

500000.0

1000000.0

1500000.0

R
L

U

*

 

 

Figura 15- Produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) por macrófagos peritoneais 

residentes retirados de camundongos LDLr-/- após duas semanas sob dieta controle (óleo de 
soja) ou enriquecida com óleo de pequi.  
(A) Produção de ROS por uma hora em intervalos de 60 segundos, durante 1hora. (B) Área sob 
a curva da produção de ROS dos grupos controle e experimental sem estímulo (nível basal) ou 
estimulados com zymosan para produção de ROS. RLU: unidade relativa de luz. Os valores da 
área sob a curva são apresentados como Média ± Erro padrão (controle n=4; experimental n= 

5). *p<0,05, para grupo óleo de pequi + zymosan versos controle + zymosan (teste t de 
Student).  
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Em resumo, nossos resultados mostram que o óleo de pequi aumenta a 

colesterolemia o que leva a uma maior placa aterosclerótica na raiz da aorta, 

aumentando o risco de infarto. Entretanto, quando analisamos lesões mais 

tardias, como na aorta torácica, nota-se um efeito benéfico, com menor área 

desta artéria acometida por lesões ateroscleróticas. Dos efeitos analisados, 

observa-se que o óleo de pequi possui atividade antioxidante direta no fígado e 

também na liberação de espécies reativas de oxigênio por macrófagos. 

Adicionalmente, sugere redução nos processos oxidativos da LDL no soro, 

devido à menor concentração de autoanticorpos anti-LDL oxidada. 
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 O Caryocar brasiliense, conhecido como pequi, é um fruto bastante 

importante para a população do segundo maior bioma brasileiro, o Cerrado. 

Neste estudo foi examinado o potencial efeito da suplementação da dieta com 

óleo de pequi, comparado ao óleo de soja, no metabolismo lipídico, 

desenvolvimento da aterosclerose e estresse oxidativo em camundongos 

deficientes no receptor de LDL submetidos à dieta aterogênica.  

O óleo de pequi possui composição heterogênea em ácidos graxos 

insaturados e saturados, sendo estes, em uma quantidade bastante 

expressiva, cerca de 37% (LIMA et al., 2007), podendo apresentar implicações 

importantes no metabolismo lipídico e na aterosclerose. Além disso, o elevado 

potencial antioxidante, devido á sua composição rica em substâncias 

antioxidantes como carotenóides, principalmente, poderia exercer efeito sobre 

o estresse oxidativo. 

 Os grupos não diferiram na quantidade de dieta ingerida demonstrando 

que a suplementação com óleo de pequi não acarretou em diferença na 

aceitação da dieta, o que implicou em uma ingestão calórica semelhante. O 

desenvolvimento ponderal também não apresentou diferença entre os grupos, 

assim como o ganho de peso final, ratificando uma ingestão calórica similar. 

 O metabolismo lipídico dos animais foi avaliado ao término do 

experimento pela determinação do perfil lipídico no sangue, fígado e conteúdo 

cecal. Este é fundamental para analisar a absorção e excreção lipídica e o 

fígado constitui o principal órgão envolvido no metabolismo de lipoproteínas, 

somando-se, assim, importantes alvos para uma compreensão mais ampla e 

de uma maneira sistêmica do metabolismo em questão. 

  O óleo de pequi possui elevado percentual de ácido graxo oléico.  Este 

ácido graxo monoinsaturado possui conhecido efeito hipocolesterolêmico, 

atuando como redutor das lipoproteínas de baixa densidade. No entanto, o 

pequi também é constituído por cerca de 35% de ácido palmítico o qual está 

associado à dislipidemias. A dieta enriquecida com colesterol promoveu um 

quadro hipercolesterolêmico em ambos os grupos, conforme característica do 
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modelo murino utilizado, sob dieta aterogênica. A ingestão de dieta contendo 

óleo de pequi foi capaz de elevar ainda mais o perfil lipídico sérico aumentando 

os níveis do colesterol total, da fração aterogênica e índice aterogênico. Os 

triglicerídeos também foram elevados pelo óleo de pequi em comparação à 

dieta controle. As concentrações plasmáticas de HDL colesterol, no entanto, 

foram similares entre os grupos. Esses dados demonstraram que o óleo de 

pequi conferiu acentuada dislipidemia nos animais do grupo experimental. 

O óleo de soja é constituído por cerca de 15% de ácidos graxos 

saturados (OLIVEROS et al., 2003) enquanto o óleo de pequi possui uma 

quantidade bastante superior, como já anteriormente descrito, sendo o ácido 

palmítico o principal (LIMA et al., 2007). Isso o torna uma fonte de lipídeos 

saturados maior em comparação ao óleo de soja. Tem sido bastante evidente 

que a ingestão de dieta rica em gordura saturada, principalmente rica em ácido 

palmítico, exerce potente efeito na elevação dos triglicerídeos, do colesterol 

total e, particularmente, do LDL colesterol. (GRUNDY e DENKE, 1990; 

TRAUTWEIN et al., 1997; DINIZ et al., 2004) corroborando, assim, os achados 

neste trabalho. Além disso, o ácido graxo linoléico (18:2 6), predominante no 

óleo de soja possui função hipocolesterolêmica em contraste aos ácidos graxos 

saturados (OLIVEROS et al., 2003). Portanto, embora o óleo de pequi possua 

mais de 50% de sua composição em ácido graxo oléico, o efeito do ácido 

palmítico sobrepujou a ação hipocolesterolêmica desse ácido graxo 

monoinsaturado, exacerbando a dislipidemia nos animais. Esses dados diferem 

do nosso estudo anterior que apresentou aumento na fração HDL-c (AGUILAR, 

2006). No entanto, nesse primeiro trabalho os animais foram alimentados com 

polpa de pequi que é bastante rica em fibras. O consumo de fibras, por sua 

vez, é associado à melhoria no perfil lipídico com a redução do colesterol total, 

LDL e triglicerídeos e aumento de HDL (FIETZ e SALGADO, 1999; SILVA et 

al., 2003a). Adicionalmente, o efeito observado no estudo anterior ocorreu em 

camundongos selvagens enquanto no presente trabalho foi utilizado um 

modelo de aterosclerose modificado geneticamente, sendo deficiente no 

receptor de LDL. É conhecido que camundongos selvagens possuem 

resistência em desenvolver dislipidemia, principalmente por transportarem o 
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colesterol sérico, em sua maioria, em lipoproteínas de alta densidade 

(BRESLOW, 1996, HOFKER et al., 1998; NEUZIL et al., 1998; FAZIO e 

LINTON, 2001), justificando, então, a diferença entre esses estudos.  

A concentração de lipídeos totais e de colesterol no fígado foi 

aumentada pela ingestão de óleo de pequi, embora os dados do ceco indiquem 

que a excreção de colesterol tenha sido aumentada com tal dieta. A ingestão 

de saturados está associada a maior acúmulo de lipídeos no fígado. Os ácidos 

graxos saturados favorecem o aumento da síntese de VLDL, para seguinte 

secreção na corrente sanguínea, acarretando, assim, maiores níveis de 

colesterol e triglicerídeos no fígado, até que sejam secretados. Portanto, isso 

sugere que o aumento dos lipídeos hepáticos neste estudo pode estar 

relacionado a maior concentração de ácido graxo palmítico no óleo de pequi 

em relação ao óleo de soja. Em adição, a produção das quilomicras não é 

afetada pelo acúmulo de colesterol no fígado, o que permite que grandes 

quantidades de colesterol se acumulem no fígado, quando a dieta é rica em 

gorduras. A proposição da síntese elevada de VLDL no fígado devido à 

ingestão de lipídeos saturados corrobora com os maiores níveis de 

triglicerídeos, como também da fração aterogênica, encontrados no soro dos 

animais que ingeriram óleo de pequi (MUCCSKEY et al., 2004; CARMIEL-

HAGGAI et al., 2005). Nossos resultados estão de acordo com os de Trautwein 

et al. (1997) cuja ingestão de dieta rica em ácido palmítico aumentou os 

lipídeos hepáticos. Essa maior concentração hepática de lipídeos também está 

em conformidade com a esteatose hepática microvesicular ocorrida em 

camundongos suíços alimentados com polpa de pequi por seis semanas, em 

nosso prévio estudo (AGUILAR, 2006). 

Níveis elevados de glicose também constituem fator de risco para 

aterosclerose, estando envolvidos, inclusive, com a oxidação das LDLs 

(MARITIM et al., 2003). Foi observado que os níveis glicêmicos não foram 

modificados pela ingestão de óleo de pequi. Esse resultado corrobora os 

encontrados anteriormente em nosso estudo, no qual não houve diferença na 

glicemia dos animais que ingeriram polpa de pequi em comparação ao controle 

(AGUILAR, 2006). 



Discussão 

 

 75 

Nossos resultados, então, indicam que o óleo de pequi eleva os lipídeos 

sanguíneos, que constituem fatores de risco para a aterosclerose, como 

também altera o perfil lipídico hepático. 

 Nosso próximo passo foi verificar se essas mudanças no perfil lipídico 

afetariam o desenvolvimento da aterosclerose. O aumento das lesões 

ateroscleróticas no sinus aórtico observado no grupo experimental pode ser 

justificado pela dislipidemia ocasionada devido à ingestão do óleo de pequi. 

Níveis elevados de LDL na corrente sanguínea constituem um dos principais 

fatores desencadeantes da aterosclerose, pois ocasionam sua infiltração e 

retenção na matriz subendotelial. A oxidação das LDL aprisionadas na camada 

íntima é, então, responsável pelos subseqüentes eventos envolvidos no 

desenvolvimento da placa aterosclerótica (LUSIS, 2000; SCOTT, 2004). Além 

de atuar na elevação das concentrações plasmáticas de LDL, é bem definido 

que a ingestão de ácidos graxos saturados, principalmente o palmítico, também 

determina acentuada progressão da aterosclerose (GERMAN E DILLARD, 

2004; ARBONÉS-MAINAR, 2007), corroborando os resultados deste estudo. O 

consumo de monoinsaturados e poli-insaturados, no entanto, possui evidente 

efeito anti-aterogênico por retardar o desenvolvimento da aterosclerose ao 

reduzir níveis de LDL-c e aumentar os de HDL-c. Além de atuar na redução do 

colesterol, os ácidos graxos monoinsaturados possuem efeito protetor na 

oxidação da LDL e função endotelial, podendo modular a aterogênese por meio 

da redução na expressão de moléculas de adesão endotelial que estão 

envolvidas no recrutamento de monócitos na camada íntima arterial 

(CARLUCCIO et al., 1999; PÉREZ-JIMÉNEZ et al., 2002). Assim, o menor 

desenvolvimento da aterosclerose no grupo alimentado com óleo de soja é 

justificado pelos efeitos dos monoinsaturados e poli-insaturados constituintes 

desse óleo. 

 A presença de colágeno na placa aterosclerótica na válvula aórtica é 

fundamental para sua estabilidade e, portanto, para evitar o rompimento com 

conseqüente formação de trombos (DAVIES et al., 1993; LEE e LIBBY, 1997; 

SCOTT, 2004). Embora o grupo experimental tenha apresentado maior área de 

lesão na válvula aórtica, a quantidade de colágeno não diferiu entre os grupos. 
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Esse resultado demonstra que a estabilidade da placa não foi modificada pela 

ingestão de pequi. 

 Surpreendentemente, a resposta ao desenvolvimento da aterosclerose à 

dieta mostrou-se diferente na aorta em relação ao sinus aórtico, uma vez que 

os animais que consumiram óleo de pequi tiveram menor percentual de área de 

lesão na aorta. Um fato importante a se destacar é que a formação da 

aterosclerose tem início na raiz da aorta e se desenvolve ao longo da aorta 

ascendente, torácica e abdominal. Além da diferença na iniciação da lesão, a 

taxa na progressão varia entre os diferentes sítios, ocorrendo, portanto, mais 

tardiamente na aorta (VANDERLAAN et al., 2003). Esse fato sugere que o óleo 

de pequi exerceu efeito benéfico em lesões em fase mais inicial de 

desenvolvimento, pois as lesões na aorta ocorrem num período mais tardio 

estando, portanto, em fase mais inicial em comparação ao sinus aórtico. Assim, 

no período correspondente a seis semanas utilizado neste estudo, as lesões na 

aorta ainda estavam em estágio susceptível ao efeito protetor do óleo de pequi. 

Quanto à válvula aórtica, no entanto, esse período já corresponde a um estágio 

mais avançado no qual a dislipidemia pronunciada nos animais possa ter 

sobrepujado o efeito protetor do óleo de pequi. Diferenças sítio-específicas no 

desenvolvimento da aterosclerose também já foram descritas por outros 

autores (VANDERLAAN et al., 2003). No estudo desenvolvido por Reardon et 

al. (2006), a dieta contendo óleo de girassol reduziu as lesões na raiz da aorta 

porém não alterou o desenvolvimento das lesões na aorta em camundongos 

LDLr-/- com deficiência imune (RAG-/-). Efeitos opostos entre os sítios 

propensos à aterosclerose também foram descrito por Acín et al. (2005), nos 

quais dieta contendo azeite de oliva quando enriquecida com colesterol 

aumentou a aterosclerose na válvula aórtica porém retardou o desenvolvimento 

das lesões na aorta mesmo com elevação do colesterol sérico, sendo esse 

resultado atribuído a efeitos antioxidantes. Resposta sítio-específica por efeito 

de uma importante molécula de adesão responsiva a variações oxidativas, 

PECAM-1, foi descrita por Goel et al. (2008), influenciando o início e 

progressão das lesões na aorta tanto positiva quanto negativamente de acordo 

com o sítio da artéria. 
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 Implicações do estresse oxidativo no desenvolvimento da aterosclerose 

são bastante evidentes, tais como o aumento da oxidação de LDL e disfunção 

endotelial, dentre outros (HEISTAD, 2006; MALLIKA, 2007). Buscamos, 

portanto, avaliar possíveis efeitos do óleo de pequi no estresse oxidativo que 

pudesse relaciona-se a redução da aterosclerose da aorta. 

A peroxidação lipídica medida no fígado pela técnica de TBARS 

demonstrou um efeito benéfico da ingestão de óleo de pequi, pois se 

apresentou reduzida no grupo experimental. Diversos estudos têm 

demonstrado ação antioxidante de extratos do pequi, em experimentos 

realizados in vitro (PAULA-JUNIOR, 2006; KHOURI et al., 2007;  ROESLER et 

al., 2007; ROESLER et al., 2008). Um recente estudo in vivo também 

evidenciou essa atuação em decorrência da ingestão do óleo da polpa de pequi 

(MIRANDA-VILELA et al., 2009a). No entanto, investigamos se o efeito redutor 

da peroxidação lipídica teria ocorrido devido a modificações na atividade das 

enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e catalase, uma vez que 

sua ação previne o estresse oxidativo. Estas enzimas compõem parte do 

sistema antioxidante do organismo atuando como importantes reguladores das 

espécies reativas de oxigênio, sendo a SOD conversora de radicais superóxido 

(O2
-) em H2O2 e O2, e a catalase responsável pela oxidação do peróxido de 

hidrogênio (AFONSO et al., 2007; POWERS e JACKSON, 2008). A dosagem 

da atividade dessas enzimas no tecido hepático dos animais não apresentou 

diferença entre os grupos. Esse resultado demonstra que a ação antioxidante 

do óleo de pequi pode estar sendo capaz de reduzir a peroxidação lipídica por 

efeito próprio em decorrência das substâncias antioxidantes presentes.  

 A oxidação de lipoproteínas e conseqüente formação de LDL oxidada 

desempenha um importante papel na aterogênese e pode ser aumentada pelo 

estresse oxidativo. A oxidação de LDL leva à formação de epítopos, como 

resultado da decomposição oxidativa dos ácidos graxos, levando à produção 

de anticorpos anti-LDL oxidada (TUOMINEN et al., 2006).  A detecção sérica 

de anticorpos anti-LDL oxidada mostrou-se menor no soro dos animais do 

grupo experimental. Esse resultado demonstra o efeito do óleo de pequi sobre 

processos oxidativos das LDL presentes na corrente sanguínea.  
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 Os efeitos antioxidantes descritos acima falam a favor de antioxidantes 

presentes na composição do óleo de pequi que poderiam exercer papel direto, 

impedindo ou neutralizando os agentes pro-oxidantes presentes nos sítios 

estudados.  Porém, a principal fonte de liberação de radicais livres para 

oxidação de LDL não está no plasma, mas sim nos macrófagos ativados no 

subendotélio. Estas células são capazes de liberar radicais livres para tornar as 

LDL minimamente oxidadas, oriundas do plasma, em LDL fracamente 

oxidadas. Este processo leva ao reconhecimento mais eficaz das LDL oxidadas 

pelos receptores scanvenger de macrófagos, aumentando então a formação de 

células espumosas, a unidade básica da aterosclerose. Para avaliar o potencial 

de liberação de radicais livres, em experimento ex vivo medimos a produção de 

espécies reativas de oxigênio por macrófagos peritoneais residentes (sem 

ativação previa) de animais do grupo controle ou alimentados com óleo de 

pequi, após serem estimulados com zymosan.  Foi encontrada uma produção 

de ROS significativamente reduzida pela dieta experimental. Esse resultado 

pode estar associado ao elevado conteúdo de carotenóides do óleo pequi, uma 

vez que esses compostos têm demonstrado efeito inibitório sobre o “burst” 

respiratório em macrófagos com conseqüente diminuição de danos oxidativos 

(WOLFSON et al., 1988; BENDICH, 1989). Walrand et al. (2005) também 

demonstraram potencial papel dos carotenóides na modificação do “burst” 

respiratório em neutrófilos, sendo que a depleção em carotenóides aumentou a 

produção de ROS e a repleção foi capaz de reduzir a produção exacerbada de 

ROS restabelecendo os níveis basais. Esse efeito tem sido atribuído a ação 

eliminadora de radicais livres conferida aos carotenóides e que pode ser 

dependente do “pool” celular destes compostos. Assim, a maior ingestão de 

carotenóides pelo consumo de óleo de pequi, pode ter resultado em maiores 

concentrações celulares destes componentes nos macrófagos e, 

conseqüentemente, modulado a liberação de ROS. A despeito do potencial 

antioxidante dos carotenóides, a atividade de enzimas antioxidantes é um fator 

importante na eliminação de espécies reativas de oxigênio. Dixon et al. (1994) 

avaliaram o efeito da depleção e repleção de carotenóides sobre a atividade de 

SOD. A depleção ocasionou redução dessa atividade e a repleção acarretou 

em reconstituição da atividade de SOD para níveis basais. Já a suplementação 
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com carotenóides não implica necessariamente em aumento da atividade de 

SOD como demonstrado por Girodon et al. (1997). Esses estudos indicam que 

a carência em carotenóides pode implicar em deficiência na atividade da 

superóxido dismutase, contudo a suplementação não parece intensificar a 

atividade dessa enzima, sugerindo apenas mantê-la em níveis adequados. Em 

conformidade com essas observações, no presente estudo não foram 

encontradas alterações na atividade das enzimas antioxidantes SOD e 

catalase, no fígado, em decorrência da ingestão de óleo de pequi. Portanto, 

isso sugere que as propriedades antioxidantes dos carotenóides possam estar 

modulando diretamente a via bioquímica da liberação de ROS nos macrófagos 

(WALRAND et al., 2005). Em adição, o uso de outros compostos antioxidantes, 

também tem demonstrado reduzir a produção de ROS por macrófagos 

(MORENO, 2003), o que reforça a modulação na liberação desses radicais 

livres por macrófagos por efeito de componentes que apresentem propriedades 

antioxidantes.  

Nossos resultados relacionados ao estresse oxidativo permitem mais 

uma vez atestar a capacidade antioxidante do óleo de pequi como já tem sido 

demonstrado por outros autores (PAULA-JUNIOR, 2006; KHOURI et al., 2007;  

MIRANDA-VILELA et al., 2009a) e mostrar que este efeito expande-se também 

para o meio intracelular. 

 O efeito do óleo de pequi sobre a aterogênese na aorta neste 

experimento pode, então, estar relacionado ao menor estresse oxidativo 

promovido por sua ingestão. Como anteriormente descrito, as lesões na aorta 

aparecem mais tardiamente e, portanto, apresentam-se mais iniciais, sugerindo 

efeito protetor em decorrência da ação anti-oxidante do pequi em estágios mais 

precoces da aterogênese, tendo em vista que o estresse oxidativo é uma 

condição importante para o desenvolvimento dessa patologia (MALLIKA, 2007; 

PARTHASARATHY et al., 2008; KATO et al., 2009). Vale ressaltar, aqui, a 

menor ativação de macrófagos pelo pequi que pode ser associada à menor 

lesão na aorta, já que o mesmo é um importante componente para o aumento 

da oxidação das LDL no subendotélio e a progressão da placa, devido à 

produção de ROS. Em contraste, o início mais precoce da aterosclerose na 
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válvula, embora possa ter sido afetado pela redução do estresse oxidativo nos 

momentos iniciais, no decorrer do experimento esse efeito pode ter sido 

superado pelo aumento crescente da colesterolemia conseqüente ao óleo de 

pequi que foram dobradas ao final do experimento.  Isto se deve ao aumento 

crescente de LDL (mesmo não oxidada) que migra para a camada intima dos 

vasos, efeito diretamente proporcional ao aumento na concentração de 

lipoproteínas aterogênicas no sangue, independentemente do seu estado 

oxidativo. Vale ressaltar que nossos resultados estão em conformidade com o 

estudo de Acín et al. (2005), no qual o efeito antioxidante do azeite de oliva 

mostrou-se protetor em retardar a progressão da aterosclerose na aorta, 

mesmo com maior aterogênese no sinus aórtico. 

Apesar do efeito protetor dos antioxidantes na redução do estresse 

oxidativo, o seu papel como ateroprotetores são ainda controversos em 

estudos in vivo (SIEKMEIER et al., 2007) estando, portanto, em conformidade 

com a condição ocorrida neste experimento, pois o óleo de pequi mostrou-se 

protetor nas lesões iniciais, mas não reduziu a progressão da aterosclerose no 

sinus aórtico.  

 Anticorpos anti-LDL oxidada tem sido associados com o 

desenvolvimento da aterosclerose, porém não indicam necessariamente a 

gravidade da doença e indicam indiretamente apenas o estado oxidativo das 

LDL circulantes. Alguns estudos mostram que as concentrações de anticorpos 

anti-LDL oxidada não refletem ou não são alterados com a extensão das lesões 

(KATO et al., 2008; SMOOK et al., 2008), corroborando, assim, o fato de que 

embora os níveis de anticorpos anti-LDL oxidada estejam menores nos animais 

que consumiram óleo de pequi, isso não se refletiu no desenvolvimento da 

aterosclerose na raiz da aorta. Ademais, como dito acima, a migração de LDL 

para o subendotélio pode ocorrer independentemente de sua previa oxidação 

(LUSIS, 2000), podendo sofrer modificações oxidativas após sua entrada. 
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 Este trabalho é pioneiro no estudo do efeito da ingestão de dieta 

suplementada com óleo de pequi no desenvolvimento da aterosclerose. Os 

resultados permitem concluir que o óleo de pequi foi capaz de promover 

pronunciada dislipidemia nos animais deficientes no receptor de LDL 

submetidos à dieta aterogênica. Uma redução no estresse oxidativo também foi 

observada em alguns parâmetros. No entanto, houve aumento da 

aterosclerose na válvula aórtica, que pode ser justificada pela 

hipercolesterolemia. A redução das lesões ateroscleróticas na aorta sugere 

efeito protetor da ação antioxidante do óleo de pequi apenas em lesões iniciais. 

 Mais estudos, portanto, são necessários para caracterização dos 

mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose por 

efeito da ingestão do óleo de pequi. Vale ressaltar também, que a ingestão de 

óleo de pequi não é indicada para pessoas que apresentem risco para infarto 

ou aterosclerose. 
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Anexo A- Parecer do Comitê de Ética em experimentação animal 

 


