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Resumo

7

O Caryocar brasiliense, ou pequi, € amplamente usado como alimento pela
populacdo do nordeste brasileiro. O Oleo extraido do pequi possui alta
concentracdo de acidos graxos monoinsaturados (componente ateroprotetivo),
embora a quantidade de acidos graxos saturados, principalmente de &cido
palmitico, seja bem expressiva, 0 que € associado ao risco para aterosclerose.
Alta quantidade de carotendides e compostos fendlicos no Oleo de pequi
confere a ele propriedades antioxidantes, o que é outro fator benéfico na
aterogénese. Assim, nosso objetivo foi estudar o efeito do Oleo de pequi no
metabolismo lipidico, aterosclerose e estresse oxidativo em modelo
experimental de aterosclerose. Os animais foram divididos em grupo controle e
Oleo de pequi, recebendo dieta aterogénica rica em 6Oleo de soja ou 6leo de
pequi, respectivamente. Ao final do experimento, os animais recebendo oleo de
pequi apresentaram piora do perfil lipidico quando comparados ao grupo
controle. A lesdo aterosclerética foi também maior no sinus aértico no grupo
gue recebeu Oleo de pequi em comparagdo com 0s controles.
Surpreendentemente, quando as lesdes iniciais da aorta toracica foram
analisadas, houve uma reducdo da 4&rea aterosclertica nos animais
alimentados com 6leo de pequi. O grupo recebendo 6leo de pequi também
apresentou menor estresse oxidativo, indicado pela menor peroxidacao lipidica
e menor concentracdo sérica de anticorpos anti-LDL oxidada. Experimento ex
vivo, utilizando macrofagos peritoneais extraidos de animais de ambos os
grupos, mostrou redugdo na liberacdo de espécies reativas de oxigénio nos
animais do grupo Oleo de pequi. A partir destes dados, sugerimos que o 6leo,
pela sua atividade antioxidante e teor de monoinsaturados, reduz a velocidade
de evolugcdo da aterogénese (como visto nas lesdes aodrticas), mas com o
aumento crescente da colesterolemia induzido pelo seu alto teor de &cido
palmitico, este efeito é suplantado, dando lugar a grande migracéo destas LDL
para o subendotélio, aumentando assim o aparecimento de placas maiores e
mais maduras. Em conclusdo, dietas suplementadas com 6leo de pequi sédo
fatores de risco para aterosclerose a longo prazo e apesar de sua acgao
antioxidante, devem ser dada com cautela para pacientes com risco
aumentado de infarto agudo do miocardio ou lesdo comprovada de
aterosclerose.

Palavras-chave: Pequi; acidos graxos; lipideos; 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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Introducao

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) € uma espécie arbérea nativa
do Cerrado, cujo fruto (polpa e améndoa) é de grande importancia na
alimentacédo e na fitomedicina tradicional da populacdo desse bioma. O pequi
possui caracteristicas nutricionais importantes como elevada concentracédo de
B-caroteno e principalmente de lipideos, incrementando o contetdo energético
da dieta destas comunidades. O Oleo extraido da polpa € bastante utilizado no
preparo de pratos tipicos e também com finalidades medicinais (CETEC, 1983;

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

O consumo de alimentos ricos em lipideos e seus efeitos na saude
humana tem sido um importante ponto de interesse da pesquisa em nutricdo
(SABARENSE, 2003), j& que estdo diretamente associados a dislipidemia e
aterosclerose. A composicdo em acidos graxos dos alimentos tem efeito direto
no perfil lipidico sanguineo, sendo que os &cidos graxos insaturados tem
implicacdes benéficas enquanto que os saturados promovem elevagdo do
colesterol sérico gerando quadros de dislipidemias. As dislipidemias sdo a
principal causa da ocorréncia de aterosclerose, uma vez que esta consiste em
uma alteracdo patoldgia em que ha depdsito de colesterol na camada intima

arterial desencadeando processos inflamatorios.

O d6leo de pequi possui concentracdo em &cidos graxos bastante
heterogénea, sendo, portanto, um promissor alvo de pesquisa quanto aos seus
efeitos no perfil lipidico do organismo e no desenvolvimento da aterosclerose.
Além disso, por ser um fruto rico em carotendides, € possivel que sua ingestéo
apresente efeitos antioxidantes e, por consequéncia, alterere outro importante

fator associado a aterosclerose: o estresse oxidativo.
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Revisdo da Literatura

2.1- O Caryocar brasiliense

O Cerrado é um importante bioma brasileiro, destacando-se por ser o
segundo maior do pais, ocupando cerca de 22% do territorio nacional. A
variedade em tipos fisiondmicos presente |lhe confere ampla biodiversidade,
sendo o Caryocar brasiliense Camb. uma espécie de grande destaque
(ROESLER et al., 2008).

O pequizeiro € uma espécie arbérea do Cerrado pertencente a familia
Caryocaraceae (Figura 1), e seu fruto € conhecido popularmente como pequi,
piqui, piquia ou piqui-do-cerrado (ALMEIDA et al., 1998). O nome, de origem
indigena, onde py significa pele e qui, espinho, esta relacionado a grande

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

O fruto do C. brasiliense é drupdide contendo de um a quatro putamens
ou pirénios, wulgarmente conhecidos como carogcos, envolvidos pelo
mesocarpo externo, de coloragéo verde claro, e epicarpo, verde escuro (Figura
2). Cada putamem € constituido por uma semente, que contem a améndoa,
envolvida por um endocarpo rigido e espinhoso e pelo mesocarpo interno,
pigmentado de amarelo intenso. O mesocarpo interno constitui a parte
comestivel do fruto: a tradicional polpa do pequi. Embora a améndoa também
seja comestivel. Esta € menos apreciada devido a dificuldade em seccionar 0s

putaméns, uma vez que possui muitos espinhos (ALMEIDA et al., 1998).
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Figura 1- Caryocar brasiliense. A. Pequizeiro nativo da regido de Montes Claros — MG. B. Flor
do pequizeiro. C. Frutificagdo do pequizeiro. (Fonte: Laboratério de Botanica da Universidade
Estadual de Montes Claros — UNIMONTES).

Figura 2- Foto dos frutos do pequizeiro. A. Fruto seccionado. B. Putamens. C. Putamen
seccionado permitindo visualizacdo da améndoa. (Fonte: Laboratério de Processamento de
Alimentos da Universidade Estadual de Montes Claros — UNIMONTES).
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O 6leo da polpa do pequi tem sido equiparado, pelo seu elevado teor
vitaminico, aos oleos de figado de bacalhau e de cacdo (MAGALHAES, 1988).
Sua composicdo em acidos graxos insaturados é de 61,35%, sendo que o
oléico compde o principal (Tabela 1). O acido graxo palmitico ocupa a maior
parcela dos saturados (LIMA et al., 2007). Esses valores séo similares aos ja
anteriormente descritos por Handro e Barradas (1971) podendo se observar
gue o teor em acidos graxos saturados é bastante expressivo no 6leo da polpa
de pequi, sendo, inclusive, superior a outros 6leos comumente utilizados, como
0 Oleo de soja, por exemplo. Na Tabela 1 pode-se observar as diferencas da
composicdo em acidos graxos entre o 6leo de soja e o éleo de pequi.

Tabela 1- Composicao percentual em acidos graxos do Oleo de soja* e do Oleo
da polpa pequi**

Acidos graxos N° carbonos 0. Soja* O. Pequi**
Laurico C12:0 0,12 0,04
Miristico C14:0 <0,1 0,13
Palmitico C16:0 9,0 35,17
Palmitoléico Cil6:1 0,2 1,03
Estearico C18:0 5,8 2,25
Oléico C18:1 n-9 22,6 55,87
Cis-vacénico C18:1 n-7 nd 1,9
Linoléico C18:2 52,4 1,53
a-linoléico C18:3 8,2 0,45
Araquidénico C20:0 nd 0,23
Gadoléico C20:1 nd 0,27
Docosaxexaendico C22:6 nd nd
Total de saturados 15,82 38,97
Monoinsaturados 22,8 59,07
Poli-insaturados 60,6 2,28
N&o identificados <0,1 0,68

nd= ndo identificados
*Fonte: OLIVEROS et al., 2003 (adaptado)
**Fonte: LIMA et al., 2007 (adaptado)

20



Revisdo da Literatura

Diversos estudos tém demonstrado atividades antioxidantes de extratos
do pequi, como a capacidade de sequestrar radicais livres 2-difenil-1-picril
hidrazil (DPPH), reducdo da degradacao oxidativa de 2-deoxyribose, reducao
da peroxidacao lipidica de microssomas hepaticos de ratos e acao 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). Reducdo de marcadores inflamatorios também tem sido associada a
ingestdo de pequi (MIRANDA-VILELA et al., 2009b). As caracteristicas
antioxidantes do pequi podem ter implicagbes importantes em relagcdo ao

estresse oxidativo.

Outros estudos com extratos do pequi tém demonstrado atividade
antifingica e acdo moluscicida (Passos et al., 2002; SILVA et al., 2003b). O
uso terapéutico do pequi € bastante diversificado, tais como regulador do fluxo
menstrual, tonificante, contra bronquites, como expectorante, e ao 6leo também

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

2.2- Metabolismo lipidico

Os lipideos sé@o a principal forma de estoque energético no organismo,
mas também constituem o0s componentes essenciais das membranas
celulares. Estes compostos possuem atividades fisico-quimicas diversas sendo
representados principalmente pelos triglicerideos (TG), fosfolipideos e
colesterol (ROSS, 1995; FRANSSEN et al., 2008).

Os lipideos sdo compostos apolares e, por isso, insollveis em agua.
Sendo assim, a associacédo de lipideos com proteinas ocorre para a formacéao
de particulas soluveis em agua. Desse modo sédo constituidas as lipoproteinas
para o transporte de lipideos no plasma sanguineo (CHAMPE et al., 2007;
FRANSSEN et al., 2008).

As proteinas componentes das lipoproteinas sao denominadas
apoproteinas (apo). Além de atuarem no transporte de lipideos, elas possuem
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diversas outras funcbes tais como proporcionar locais para o reconhecimento
de receptores da superficie celular, e servindo como ativadores ou coenzimas
para as enzimas envolvidas no metabolismo das lipoproteinas. Algumas das
apolipoproteinas sao exigidas como componentes estruturais essenciais das
particulas e ndo podem ser removidas, enquanto outras sdo transferidas
livremente entre lipoproteinas. Apolipoproteinas estdo divididos por funcdo e
estrutura em cinco grandes categorias, de A a E (CHAMPE et al., 2007).

As lipoproteinas diferem em tamanho e composicdo (Figura 3). Os
quilomicrons (QM) sé&o as lipoproteinas de menor densidade e maior tamanho.
As lipoproteinas de densidade muito baixa (very low density lipoprotein — VLDL)
e as lipoproteinas de densidade baixa (low density lipoprotein — LDL) sao
sucessivamente mais densas, com maiores proporcbes de proteinas em
relacdo aos lipideos. As lipoproteinas de densidade alta (high density

lipoprotein — HDL) séo as particulas mais densas (CHAMPE et al., 2007).
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Figura 3 - Tamanho aproximado e densidade das lipoproteinas do soro.
CHAMPE et al., 2007
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Lipoproteinas ricas em TGs sdo secretadas na circulacdo sanguinea
pelo figado como VLDL e pelo sistema digestivo, como quilomicrons. Sendo
estes, oriundos dos lipideos da dieta (FRANSSEN et al., 2008). A acdo da
enzima lipase lipoproteica presente na membrana basal das células endoteliais
dos vasos sanguineos leva a remocéo dos triglicerideos das lipoproteinas. A
remocado dos TG dos quilomicrons gera os quilomicrons remanescentes que
sdo removidos da circulacdo pelo figado. Ja a remocao dos triglicerideos das
VLDL leva a formacdo das lipoproteinas de densidade intermediaria
(intermediary density lipoprotein — IDL). Cerca de 50% das particulas de IDL
sdo removidas da circulacdo pelo figado e o restante é convertido em LDL pela
lipase lipoprotéica ou transformados em LDL no plasma ap6s a perda de
apoproteina-E, dentre outras modificacées (ALVAREZ-LEITE, 1995).

A principal funcdo das particulas de LDL é fornecer o colesterol aos
tecidos periféricos. Por meio dos receptores nas superficies celulares que
reconhecem a apoproteina B-100, as LDL entram em contato com os tecidos e

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

A remocdo do excesso de colesterol livre dos tecidos periféricos e
lipoproteinas, e subsequente depdsito no figado para secrecdo é chamado
transporte reverso de colesterol. O colesterol é secretado pelo figado através
da bile. Esse processo é mediado pela HDL e suas principais fontes séo o

figado, intestino e os remanescentes de lipoproteinas (ALVAREZ-LEITE, 1995).

2.3- Lipideos da dieta e dislipidemias

Devido aos inimeros fatores de risco dietéticos que afetam os lipideos
séricos, tém-se investigado a quantidade e a qualidade das gorduras, colesterol
e outras substancias dietéticas para verificar como elas afetam o perfil lipidico
do organismo (KRAUSE, 2003).

A quantidade e qualidade da gordura ingerida influenciam diretamente a

concentracdo do colesterol plasmatico (MORAIS et al., 2003), cujos niveis
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elevados aumentam o risco de doencas cardiovasculares (CHAMPE et al.,
2007).

O consumo de dieta rica em gordura afeta o perfil lipidico sérico e a
composicdo em A&cidos graxos € um importante fator na modulacdo do
metabolismo lipidico do organismo. Uma maior ingestdo de &acidos graxos
saturados aumenta os niveis de LDL e reduz HDL sendo que, esta, € uma
conhecida condicdo para o desenvolvimento de doenca arterial coronariana,
pois o HDL é inversamente relacionado a aterosclerose, enquanto o LDL é um
importante fator de risco para eventos cardiovasculares (PUIGGROS et al.,
2002; AGUILA et al., 2002; GERMAN e DILLARD, 2004). Portanto, o balanco
de acidos 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; CASOS et
al., 2008)

2.4- Aterosclerose

O termo aterosclerose € derivado do grego athero, significando “grosso”,
e sclerosis, significando “endurecimento”. A aterosclerose € uma doenca
multifatorial e progressiva com um importante componente inflamatério
associado a mudancas no perfil lipidico, como ja anteriormente mencionado.
Pode ser considerada uma forma de inflamagé&o crbénica resultante da interagao
entre lipoproteinas modificadas oxidativamente, macréfagos e células T. Tal
resposta inflamatéria ocorre em estimulo a presenca de um agente
inflamatorio, sendo esse, frequentemente, a LDL oxidada. A agregacdo de
lipoproteinas na intima arterial tem sido proposta como sendo primordial na
aterosclerose (ROSENSON, 2004; HANSSON e LIBBY, 2006; MALLIKA et al.,

2007; CASOS et al., 2008).

O fluxo sanguineo gera importantes forcas fisicas que agem nas células
endoteliais, denominadas forcas de cisalhamento ou shear stress, que tem
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efeito sobre a morfologia dessas células. Células em regifes tubulares das
artérias, onde o fluxo sanguineo € uniforme e laminar, possuem forma elipsoéide
e sao alinhadas na direcdo do fluxo. Células em regibes da ramificacéo arterial
ou curvatura, onde o fluxo é perturbado ou possuem baixo shear stress, tem
formas poligonais e sem orientacdo especifica. Estas Ultimas &reas mostram
aumento da permeabilidade a macromoléculas, tais como LDL e s&o locais

preferenciais para a formacao de lesdes ateroscleroéticas (LUSIS, 2000).

Concentragfes elevadas de LDL na corrente sanguinea facilitam sua
migracdo por entre as células endoteliais que interagem com proteoglicanos da
matriz subendotelial resultando em sua adesdo. A agdo de espécies reativas de
oxigénio produzidas por macréfagos residentes, células musculares lisas e
células endoteliais leva a oxidacdo das LDL aprisionadas (STEFFENS e
MACH, 2004). As LDLs oxidadas ativam a sintese de moléculas quimiotaticas
para mondcitos (MCP1) e a expressdo de moléculas de ades&o celular como
P-Selectinas, VCAM e ICAM. As moléculas MCP1, entdo, atraem os monocitos
gue se ligam as P-selectinas aumentando o rolamento e, por fim, se aderem
firmemente as demais moléculas de adesédo, levando a sua migracdo via
endotélio para a camada intima do vaso (CASOS et al., 2008). Os mondcitos
transformam-se, entdo, em macrofagos que expressam receptores scavenger
CD36 e SR-A gque se ligam as LDLs oxidadas e as fagocitam gerando a
formacdo de células espumosas (Figura 4) devido ao acumulo de lipideos
nesses macréfagos. Isso ocorre porque ndo ha uma regulacdo negativa, ou
seja, a expressao desses receptores ndo € regulada pelo conteddo de
particulas captadas (MANNING-TOBIN et al., 2009). Assim, da-se inicio a
formacdo da estria gordurosa, que constitui a primeira fase da lesao
(MITCHINSON e BALL, 1987).
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Figura 4 — Representacdo esquemdtica do processo de formacdo da aterosclerose nas
artérias.

A entrada de LDL modificada oxidativamente na cama intima da artéria gera a expressdo de
moléculas de ades&@o celular que levam & adesdo endotelial de mondcitos e sua posterior
migragdo para a camada intima onde se diferenciam em macréfagos. Estes por meio de
receptores scavenger captam as particulas de LDL oxidadas formando as células espumosas
(foam celll e o conseqiente desenvolvimento da placa  aterosclerética.
Fonte:http://www.resverlogix.com/product_development/nexvas_platform/nexvas_vascular_infla
mmation.html
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Figura 5 - Composi¢ao celular da placa aterosclerotica.

O centro da placa aterosclerética contém lipides e debris de células mortas. Ao entorno do
centro, a capa fibrosa contém células musculares lisas e fibras de colageno que estabilizam a
placa. Células imunes, incluindo macréfagos, células T e mastéciots séo populosos na placa e
estdo freqiientemente no estado ativado. Estes produzem citocinas, proteases, moléculas proé-
tromboticas e substancias vasoativas sendo que estas afetam a inflamacado da placa e a funcao
vascular. Fonte: HANSSON e LIBBY, 2006.
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Na evolucdo da placa ocorre uma transicdo de estria gordurosa,
relativamente simples, para lesdo fibrogordurosa. Esta € caracterizada pela
migragéo de células musculares lisas da camada média da parede arterial para
a intima ou espaco subendotelial. Estas células podem proliferar e também
captar lipoproteinas modificadas formando células espumosas. As células
musculares lisas sintetizam proteinas da matriz extracelular como colageno,
elastina e proteoglicanos, e levam a formacdo da capa fibrosa (Figura 5)
(ROSENSON, 2004; HANSSON e LIBBY, 2006; MALLIKA et al., 2007). Essas
lesdes, em estagio intermediario, desenvolvem um nucleo de material rico em
lipideos, sugerindo que elas representam um precursor para lesdes mais

avancadas, as placas fibrosas (ROSS, 1995).

As placas maduras ou fibrosas apresentam uma estrutura mais
complexa. No centro da placa estdo as células espumosas, os lipideos
extracelulares e as células necréticas, envolvidos por uma capa de células
musculares lisas e fibras de colageno. Células dendriticas, mastdcitos e poucas
células B também estdo presentes na placa, sendo a regido de interface do
centro e capa fibrosa abundante em células T (Figura 5). Calcificacdes sdo
frequentemente encontradas proximas ao centro necrotico (ROSS, 1995;
HANSSON e LIBBY, 2006).

O estresse oxidativo € um fator importante que esta associado a
progressdo das lesdes ateroscleréticas podendo aumentar a vulnerabilidade e
consequente ruptura da placa (PARTHASARATHY et al.,, 2008). Aspectos
sobre o estresse oxidativo e a oxidagdo de LDL serdo melhores abordados
posteriormente, bem como suas implicacbes no desenvolvimento da

aterosclerose.
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2.5- Estresse oxidativo

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS — reactive oxygen
species), de nitrogénio (RNS — reactive nitrogen species), entre outras espécies
reativas, € parte integrante do metabolismo do organismo sendo observada em
diversas condi¢des fisioldégicas. Por outro lado, a producdo exacerbada de
compostos oxidantes e producdo insuficiente dos mecanismos de defesa do
organismo, gerando um desequilibrio no sistema pro e antioxidante, culmina
numa condicdo denominada estresse oxidativo. Este pode, entdo, causar dano
aos tecidos e o6rgdos e esta envolvido em grande nimero de doencas em
humanos (BUONOCORE e GROENENDAAL, 2007; GOETZ e LUCH, 2008).

O termo ROS refere-se a espécies oxidantes de oxigénio que estdo em
um estado mais reativo que o oxigénio molecular, e, portanto, 0 oxigénio pode
ser reduzido em diferentes graus (GENESTRA, 2007). As ROS podem
apresentar-se como radicais livres ou ndo. Dentre as espécies radicais mais
importantes no contexto biolégico sdo os ions superéxido, hidroxil e Oxido
nitrico. As espécies nao-radical principais sdo peréxido de hidrogénio, acido
hipocloroso e oxigénio singlet (MONAGHAN et al., 2009).

Para proteger contra a acdo das ROS e do estresse oxidativo, um
sistema antioxidante bem organizado trabalha de forma coordenada para
resistir ao disturbio redox. O termo antioxidante € amplamente definido como
gualquer substancia que atrasa ou evita a oxidacdo de um substrato. Quando o
sistema antioxidante é suficiente para balancear o ataque das ROS, o
organismo evita 0 estresse oxidativo — Figura 6 (MONAGHAN et al., 2009;
POWERS e JACKSON, 2008).
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Figura 6 - Relacdes entre espécies reativas de oxigénio (ROS), defesa antioxidante (AO)
(incluindo reparacéo) sistemas e estresse oxidativo.

(@ Na condicdo basal homeostéatica, os niveis de ROS e antioxidantes (AO) sao
baixos, com defesas suficientes para equilibrar a producdo de ROS para que ndo haja
estresse oxidativo. (b) Um aumento na producdo ROS pode inicialmente exceder a
capacidade do sistema antioxidante, levando a um periodo do estresse oxidativo. (c)
Se o aumento de ROS é pequeno, pode ser compensado pelo aumento da utilizacéo
de antioxidantes, impedindo ainda mais o estresse oxidativo. Se a elevacao de ROS é
apenas temporario, havera, entdo, um retorno a posi¢do homeostatica. (d) a exposicao
mais prolongada a elevacdo de ROS pode induzir o organismo permanentemente a
aumentar seus niveis basais antioxidante, tornando-o mais apto a lidar com eventos
futuros oxidativo. (Adaptado de MONAGHAN et al., 2009).
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|- Espécies Reativas de Oxigénio

O radical anion superoéxido (O,) é produzido em sistemas biol6gicos por
meio de uma reducdo de oxigénio catalisada enzimaticamente pela NADPH
oxidase. Essa reacdo ocorre geralmente nas membranas mitocondriais. E
formado principalmente como um intermediario nas reagfes bioquimicas. Uma
vez gerado o O, pode agir como radical livre fraco, como elétron redutor ou
como elétron oxidante. Possui uma longa meia-vida que permite a difusdo
dentro da célula e, conseqgientemente, o aumento do numero dos alvos
potenciais. Como espécie redox ativo, superoxido pode reduzir alguns
materiais bioldgicos, por exemplo, citocromo c, e oxidar outros, tais como
ascorbato (GOETZ e LUCH, 2008; POWERS e JACKSON, 2008).

O peroxido de hidrogénio (H,O,) é um composto reativo que pode
facilmente gerar radicais livres como a hidroxila (OH) em circunstancias
especificas. Pode ser gerado a partir da acdo de uma enzima antioxidante, a
superdxido dismutase (SOD). O perodxido de hidrogénio é estavel, permeavel
as membranas, e tem uma meia-vida relativamente longa no interior da célula.

E citotoxico, mas é considerado um agente oxidante relativamente fraco
(GOETZ e LUCH, 2008; POWERS e JACKSON, 2008).

Os radicais hidroxila (OH) sao altamente reativos com forte poder
oxidante. Resulta da transferéncia de elétrons entre perdxido de hidrogénio e
metais de transicdo. Sdo as ROS mais prejudiciais, visto que interagem com
biomoléculas imediatamente apdés sua geracdo. Pressupde-se que o radical
OH contribua para varias doencas e fenbmenos bioldégicos como céancer,
envelhecimento, diabetes, fagocitose, isquemia e reperfusédo (GOETZ e LUCH,
2008; POWERS e JACKSON, 2008).

O oxigénio singlet é outra forma reativa de oxigénio que pode ser gerado
em alguns materiais bioldégicos. Tem meia vida muito curta, mas é capaz de
difusdo e é permeavel as membranas. E produzido durante a contracio
esquelética muscular, durante o exercicio (POWERS e JACKSON, 2008).
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O oOxido nitrico (NO") é sintetizado a partir do aminoacido arginina por
muitos tipos celulares. A sintese ocorre através da éxido nitrico sintase (NOS),
a qual ocorre em trés tipos principais: NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal
(NNOS) e NOS induzivel (iNOS). E um agente redutor fraco, reage com o
oxigénio e com 0 superoéxido, produzindo peroxinitrito (GOETZ e LUCH, 2008;
POWERS e JACKSON, 2008).

O peroxinitrito (ONOQO") ou sua forma protonada (ONOOH) é formado a
partir da reagéo do superoxido com o 6xido nitrico. E um forte oxidante e pode
levar ao esgotamento de grupos tiol, danos ao DNA e nitracédo de proteinas. E
classificado como espécies reativas de nitrogénio, que inclui também o éxido
nitrico (GOETZ e LUCH, 2008; POWERS e JACKSON, 2008).

O hiperclorito (HOCI) é formado pela acdo da mieloperoxidase utilizando
0 peroxido de nitrogénio. E predominantemente formada por neutrofilos e pode,
na sua forma &cida, (acido hipocloroso), atravessar membranas celulares e
pode causar fragmentacdo e agregacado de proteinas (POWERS e JACKSON,
2008).

[I- Danos das ROS ao organismo

As ROS podem causar danos a biomoléculas como a oxidagdo de
proteinas e aminodcidos, podendo induzir mudancas conformacionais que
levam ao aumento da hidrofobicidade e subsequiente desnaturagédo, agregacao
e precipitacdo. Eventualmente, esse processo contribui para a inflamacgé&o
tecidual e morte celular (GOETZ e LUCH, 2008).

Danos aos lipideos causados pelas ROS possuem grande significancia
particularmente pelo fato de que a peroxidacdo lipidica nas membranas
celulares podem causar lesdes que podem culminar no inicio da morte celular.
Esses danos podem ser diretos, por meio da oxidacdo de acidos graxos poli-
insaturados presentes em lipideos, ou indiretamente através da inibicdo sintese
de lipideos ou ativacao de lipases (GOETZ e LUCH, 2008; MONAGHAN et al.,

31



Revisdo da Literatura

2009). Os acidos graxos poli-insaturados (PUFA - Polyunsaturated fatty acids)
sd0 muito menos resistentes a peroxidagao lipidica do que os monoinsaturados
ou saturados. Sendo assim, a proporcdo de PUFA na membrana pode
influenciar a taxa de dano oxidativo a célula (MONAGHAN et al., 2009).

ModificagBes oxidativas podem também ocorrer ao DNA por acédo das
espécies reativas de oxigénio. Além do DNA nuclear, o mitocondrial é alvo
desses danos, sendo ainda mais wvulneravel, pois pertence a um sitio de
geracdo das ROS (MONAGHAN et al., 2009). Em condicdes fisioloégicas
regulares, o balanco global da quantidade de dano oxidativo ao DNA foi
estimada em 1 por 130.000 modificagbes de nucleotideos no DNA. Os danos
ao DNA séo causados principalmente por radicais hidroxila. Ao longo dos
tltimos anos tornou-se claro que fatores exdgenos como radiacdo, produtos
guimicos, dieta com alta ingestdo caldrica, altas taxas metabdlicas e doencas
inflamatorias afetam os niveis de danos oxidativos ao DNA. (GOETZ e LUCH,
2008).

I1l- Estresse oxidativo e aterosclerose

O estresse oxidativo estd associado a varias doencas cardiovasculares,
incluindo a aterosclerose, sendo a oxidacdo das lipoproteinas de baixa
densidade um fator importante para o desenvolvimento dessa patologia, como
anteriormente citado (HEISTAD, 2006; KATO et al., 2009).

A oxidacdo das moléculas de LDL leva a exposicdo de moléculas de
fosforilcolina oxidada gerando um tipo de mimetismo molecular capaz de ativar
o sistema imune (Figura 7) e o consequente reconhecimento pelos receptores
scavenger dos macrofagos, desencadeando 0s processos envolvidos na

formacgéo da aterosclerose (BINDER et al., 2002).
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Expression of Innate immune defenses
PC epitope against PC epitope
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Figura 7- Mimetismo molecular entre epitopos da LDL oxidada, célula apoptética e
fosforilcolina (PC — Phosphorylcholine) de patdgenos.

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

O estresse oxidativo desempenha um papel importante na disfuncéo
endotelial, que também esta associada a aterosclerose. Anions superoxidos
inativam Oxido nitrico, que é
endotelial favorecendo a entrada de LDL e desenvolvimento da placa

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

um potente vasodilatador, levando a disfuncéo

IV- Sistema antioxidante

O organismo contém antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos que
atuam como uma unidade complexa de regulacdo das ROS (POWERS e
JACKSON, 2008; TRACHOOTHAM et al., 2008).

A superoxido dismutase (SOD) constitui a primeira linha de defesa
contra os radicais superoxido (O;), transformando-os em peroxido de
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hidrogénio (H,O,) e oxigénio (O,). Existem trés isoformas nos mamiferos que
catalisam a reacdo de dismutacdo dos ions superoxidos sendo todas ligadas a
um metal de transicdo no sitio ativo para realizar sua acdo. A CuZnSOD esta
localizada no citoplasma, a MnSOD na mitocondria e a SOD extra celular
(ecSOD) localiza-se no espago extra celular e também apresenta como cofator
Cu e Zn. As trés isoformas também sdo 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 reducdo de peréxidos de
hidrogénio ou hidroperéxidos orgéanicos para agua e élcool . A reducdo do
H,0O,, ocorre pela conversao da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada
(GSSH) que € catalisada pela GPx. A acdo da GPx é particularmente
importante na mitocéndria, uma vez que outra enzima capaz de reduzir o
peroxido de hidrogénio, a catalase, encontra-se nos peroxissomos (POWERS e
JACKSON, 2008; TRACHOOTHAM et al., 2008; LU, 2009).

A catalase atua em varias fungbes bioquimicas, mas seu principal
objetivo é catalisar a reacao de transformacédo do perdxido de hidrogénio em
agua e oxigénio. E necessario que o ferro aja como cofator em seu sitio ativo
(OTTAVIANO et al., 2008; POWERS e JACKSON, 2008).

Além dessas enzimas, existe numerosos antioxidantes ndo enzimaticos
nas células, como a glutationa, &cido urico, bilirrubina, vitamina C e E
(POWERS e JACKSON, 2008).

Os carotendides sdo pigmentos amplamente distribuidos na natureza,
gue também desempenham importante papel na protecdo as células dos
organismos por serem compostos bioldgicos capazes de inativarem moléculas
eletronicamente excitadas e radicais livres, devido as suas propriedades
antioxidantes (DI MASCIO et al., 1991).

Alguns estudos epidemiolégicos indicam que o aumento na ingestdo de

vitaminas antioxidantes, e o aumento dessas na corrente sanguinea podem
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proteger contra doencas cardiovasculares, embora outros ndo demonstrem o
mesmo efeito (CLARKE e ARMITAGE, 2002).

2.6- Modelo murino de aterosclerose

Um namero substancial de estudos em aterosclerose tem sido realizado
em diferentes modelos animais, particularmente, em camundongos
geneticamente modificados. Isto se deve as vantagens oferecidas ao utilizar
estes modelos. Dentre elas podemos citar a viabilidade de numerosos
descendentes congénitos, novas informacdes genéticas, novas ferramentas
biolégicas e recursos, manutencdo facil, bem como o tamanho pequeno do
camundongo (OHASHI et al., 2004).

Os camundongos selvagens sdo altamente resistentes ao
desenvolvimento de aterosclerose (BRESLOW, 1996; JAWIEN et al., 2004,
CASOS et al., 2008), tendo como principal fator as elevadas concentracdes
sanguineas das lipoproteinas HDL, uma vez que sdo responsaveis pelo
transporte de mais de 85% do colesterol plasmatico em camundongos, 0 que
difere dos seres humanos nos quais as principais carreadoras de colesterol séo
as LDL, com 65-85% (BRESLOW, 1996, HOFKER et al., 1998; NEUZIL et al.,
1998; FAZIO e LINTON, 2001). Outras caracteristicas que diferem os
camundongos dos humanos s&o: auséncia da proteina de transferéncia de
ésteres de colesterol (CETP) no plasma de camundongos (em humanos, essa
proteina transfere ésteres de colesterol da HDL para VLDL e transfere
triglicerideos na direcdo oposta); lipase lipoprotéica solivel em camundongos e
ligada a membrana em humanos; reduzida sintese de apo B-100 em
camundongos; alta eficiéncia da apo E murina no que diz respeito a remocéao
de lipoproteinas remanescente, quando comparada a apo E humana (FAZIO e
LINTON, 2001). Apesar dessas diferencas, camundongos e humanos
possuem, com poucas exce¢des, 0 mesmo conjunto de genes que controlam o
metabolismo de lipoproteinas (HOFKER et al., 1998).
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A deficiéncia da apo E ou do receptor de LDL em camundongos
modificados geneticamente (delecdo dos respectivos genes — knockout) leva
ao desenvolvimento de placas ateroscleréticas nesses animais (MEIR e
LEITERSDORF, 2004). Essas lesfes tém sido extensivamente caracterizadas
e apresentam semelhancas com as encontradas em humanos (PALINSK et al.,
1994).

O camundongo deficiente no receptor de LDL (LDLr"") possui elevadas
concentracfes plasmaticas das lipoproteinas aterogénicas LDL e IDL, uma vez
que possui 0 clearence de LDL, IDL e VLDL reduzido (BRESLOW, 1996). O
perfil de lipideos do plasma desses camundongos € mais similar ao de

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

Em resposta a uma dieta normolipidica, os camundongos LDLr”
desenvolvem hipercolesterolemia moderada e néo desenvolvem lesbes
aterosclerdticas avancadas (ISHIBASHI et al., 1994). A ingestdo de dieta
aterogénica, no entanto, leva-os ao desenvolvimento de hipercolesterolemia
grave e lesbes ateroscleroticas avancadas (FAZIO e LINTON, 2001). Essa
condicdo, provavelmente, esta relacionada ao fato de que, diferentemente dos
humanos, os camundongos sintetizam duas versbes da apoproteina 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
circulacdo. Portanto, uma dieta comum para esse modelo murino ndo € capaz
de elevar os niveis séricos de colesterol a concentracdes semelhantes a
hipercolesterolemia familiar homozigética. As demais particulas de VLDL que
apresentam apo B-100 (caracteristica comum em humanos e camundongos)
formam remanescentes IDL, também contendo a apo B-100, que sao retiradas
do plasma pelos receptores de LDL que reconhecem essa apoproteina. Vale
ressaltar que a apo B-48, em humanos, sdo secretadas apenas no intestino
compondo os QM (ISHIBASHI et al., 1994).
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Justificativa

Nosso estudo anterior sobre o efeito da suplementacédo dietética com
polpa e améndoa de pequi no perfil lipidico de camundongos demonstrou
elevacao significativa dos niveis séricos do colesterol (AGUILAR, 2006). Assim,
devido & composicdo em acidos graxos saturados do Oleo de pequi e seu
elevado teor em substancias antioxidantes, sua incorporacdo a dieta poderia
apresentar implicagbes importantes no desenvolvimento da aterosclerose e

estresse oxidativo.
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Objetivos

4.1- Objetivo geral

Avaliar os efeitos do Oleo de pequi no metabolismo lipidico,
desenvolvimento da aterosclerose e estresse oxidativo em camundongos

deficientes para o receptor de LDL.

4.2- Objetivos especificos

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

- Avaliar o metabolismo lipidico pela mensuracédo dos lipideos totais e

Colesterol total hepatico e cecal;

- Analisar o efeito da ingestdo do 6leo de pequi em fatores de risco para
aterosclerose como Colesterol total, HDL-colesterol e Triglicerideos, e

Glicemia de jejum;
- Avaliar o desenvolvimento da aterosclerose na aorta e valvula aortica;
- Determinar a deposicéo de colageno na valvula aodrtica;

- Avaliar o efeito antioxidante do Oleo de pequi por meio da medida do
estresse oxidativo no figado, niveis circulantes de anticorpos anti-LDL
oxidada e producdo de espécies reativas de oxigénio por macréfagos

peritoneais.

- Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superéoxido dismutase e

catalase.
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Materiais e Métodos

5.1-Animais e grupos experimentais

Foram utilizados camundongos deficientes para o receptor de LDL
(rLDL-/-) fémeas, 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 agua disponibilizadas ad libitum.

Os animais foram obtidos do Biotério Enio Cardillo Vieira do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), onde
também foram mantidos em ambiente climatizado sob temperatura de 22 a

24°C 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 inicio do experimento, foram
coletadas amostras de sangue dos animais (da cauda) para dosagem do
colesterol total (CT) no tempo zero, apdés trés dias para adaptacdo a dieta. Ao
término do periodo 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, apos jejum
noturno. As amostras sanguineas foram centrifugadas a 6.000rpm durante 5

minutos. O soro foi, entdo, armazenado a -80° C para analises posteriores.

Durante o sacrificio foram coletados figado, coracdo e aorta, apoés
perfusdo com salina tamponada com fosfato (PBS), e os mesmos foram

armazenados a -80°C. O Ceco foi removido e o contetido cecal armazenado.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal
da UFMG (CETEA/UFMG): n do protocolo 225/2008 (Anexo).
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5.2- Preparo das dietas

O Oleo da polpa de pequi utilizado no experimento foi adquirido no
mercado Central de Belo Horizonte advindo da regido de Montes Claros — MG.
O dleo foi armazenado sob refrigeracdo até o preparo da dieta para evitar a

oxidacao.

Foi utilizada dieta padrdao para camundongos AIN-93G acrescida de
1,25% de colesterol, visto que, o modelo animal utilizado (LDLr-/-) requer uma
dieta aterogénica para desenvolver placas aterosclerdticas. Para a dieta
experimental, o 0leo de soja foi substituido pelo 6leo de pequi (Tabela 2).
Tabela 2- Composicdo das dietas controle e experimental ofertadas aos

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

INGREDIENTES DIETA CONTROLE DIETA EXPERIMENTAL (gramas)
(gramas)

Amido de milho* 529,5 529,5
Caseina’ 200,0 200,0
Sacarose 100,0 100,0
Oleo de soja3 70,0 -
Oleo de pequi - 70,0
Celulose 50,0 50,0
Mix de minerais* 35,0 35,0
Colesterol’ 12,5 12,5
BHT 0,014 0,014
Mix de vitaminas® 10,0 10,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5
Metionina 3,0 3,0

"Milhena, Emifor Industria de Alimentos S.A.
’Proquimios

3Liza, Cardill Agricola S.A.

“Rhoster, |ndstria e Comércio LTDA
®Sigma Chemical
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5.3- Verificagdo do consumo da dieta

Para a quantificacdo 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 peneiracdo da
maravalha). A diferenga entre dieta ofertada e o restante ndo consumido

forneceu o consumo semanal de dieta.

5.4- Avaliacédo da evolucédo ponderal e ganho de peso corporal

Os camundongos foram pesados semanalmente para acompanhamento
da evolucédo ponderal. O ganho de peso corporal total foi obtido pela diferenca

entre peso final e peso inicial.

5.5- Avaliacdo do metabolismo lipidico

O metabolismo lipidico dos animais submetidos a dieta controle e
experimental foi avaliado por meio da obtencdo dos niveis bioquimicos séricos
do Colesterol total (CT), HDL-colesterol (HDL-c), fracdo aterogénica, indice

aterogénico e Triglicerideos e dos lipideos totais e CT hepatico e cecal.
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5.5.1- Exames bioquimicos séricos

No soro foram realizadas dosagens dos niveis de colesterol total (CT),
HDL-colesterol (HDL-c) e triglicerideos (TG). A fracdo aterogénica (FA) foi
obtida pela diferenca entre CT e HDL-c, e o indice aterogénico foi obtido pela

razao entre FA e HDL-c.

Os métodos para determinacado utilizados sdo descritos a segui:

|- 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 reacoes:

Colesterol

Esteres de colesterol — Colesterol + &cidos graxos

Esterase
Colesterol
Colesterol +0O, >  Colesterol-4-en-ona + H,0,
Oxidase
Peroxidase

2H,0, + Fenol + 4-Aminoantipirina  —  Antopirilquinonimina + 4 H,O
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O método consiste na hidrélise de ésteres de colesterol pela colesterol
esterase produzindo colesterol livre e acidos graxos. O colesterol livre, em
presenca da colesterol oxidase e de oxigénio, € oxidado a colest-4-en-ona e
perdxido de hidrogénio que pela acdo da peroxidase em presenca de fenol e 4-
aminoantipirina produz um composto réseo-avermelhado (Antopirilquinonimina)
com absor¢gdo maxima em 500nm. A intensidade da cor formada é diretamente

proporcional a concentracdo de colesterol na amostra.

As concentracdes de colesterol no soro ou plasma dos animais foram
determinados por um ensaio em microplaca de 96 pocos (FAZIO et al., 1997).
Resumidamente, 5ul das amostras de soro foram diluidas em agua deionizada
na proporgdo 1:200, para adequar as leituras de absorbancia a variagéo linear
do teste. 100ul de reagente de colesterol total foram adicionados aos 100ul de
soro diluido. Ap6s um periodo de incubacdo de 15 minutos a 37°C, a
absorbancia foi lida a 492nm em um leitor de microplaca. As dosagens foram

feitas em duplicata.

II- HDL-colesterol

As concentracdes de HDL-colesterol no soro foram obtidas por meio do
kit enzimatico Labtest, Brasil, cujo principio se baseia na precipitacdo seletiva e
guantitativa das lipoproteinas LDL e VLDL pelo acido fosfotignstico e cloreto
de magnésio. Apds centrifugacdo (12.000rpm por 5 minutos), o colesterol
ligado as lipoproteinas de alta densidade (HDL) ¢é determinado no

sobrenadante.

O sobrenadante foi plaqueado (10uL) em duplicata em uma microplaca
de 96 pocos, em seguida, adicionados a 200uL do reagente de cor (Colesterol

Liquiform - Labtest - Brasil). Apos incubacdo de 15 minutos a 37° C, a

absorbancia foi lida a 492nm.
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Para a determinacdo do padréo foi plaqueado 10uL do reagente padrao.
Para o célculo das concentragdes do HDL-colesterol foi feita a determinacéo do
Fator de Calibracdo através da seguinte equacdo: Fator de calibragdo =
40/média da Absorbéancia do Padrdo. Entdo, segue-se o calculo: HDL=

Absorbancia da amostra x Fator de calibragéo.

[1l- Triglicerideos

A determinacdo dos triglicerideos foi feita utilizando-se kit comercial
(Doles, Brasil), de acordo com o método enzimético colorimétrico segundo
Fossati e Prencipe (1982). A quantificacdo ocorre de acorde com as seguintes

reacoes:

Lipase

Triglicerideos + H,O ~ — > Glicerol + &cidos graxos

Glicerol
Glicerol + ATP > Glicerol-3-fosfato + ADP

Quinase

Glicerol
Glicerol-3-fosfato = — Dihidrodihidroxiacetona + H,0O,

Fosfato

Peroxidase

H,O, + 4-clorofenol + 4-aminoantipirina ——  4-antipirilquinonimina + 4H,0O
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O método consiste na hidrolise de triacilgliceréis do soro pela lipase
lipoprotéica produzindo glicerol livre, que é fosforilado pela glicerol quinase,
cujo produto sofre a acéo da glicerol fosfato a qual, em presenca de oxigénio,
produz peroxido de hidrogénio. Este, sob acdo da peroxidase em presenca de
um reagente fendlico (4-clorofenol) e 4-aminoantipirina, produz um composto

réseo avermelhado, com maximo de absor¢éo a 510nm.

As dosagens e a curva padrao foram feitas em microplacas de 96 pocos.
A diluicdo utilizada foi de 5uL de soro em 495uL (diluigdo 1:100) de agua
deionizada. 100ul de reagente de cor foram adicionados aos 100ul de soro
diluido. Apés um periodo de incubacdo de 15 minutos a 37°C, a leitura foi

realizada a 492nm.

5.5.2- Verificacao do perfil lipidico hepéatico e cecal

Os figados foram retirados e congelados a —80°C para posterior
guantificacdo dos niveis de lipideos. O ceco também foi retirado e o conteddo

cecal armazenado a -80°C para posterior avaliagdo lipidica.

Os lipideos totais hepaticos foram extraidos com o uso de solventes
organicos de acordo com o método de Folch et al. (1957). 100mg de figado
foram triturados, durante um minuto, com 1900uL de solucdo de
cloroféormio:metanol (2:1), usando-se homogeneizador de tecidos. Os tubos
foram centrifugados por 10 minutos a 3.000rpm, apos adicdo de 400uL de
metanol. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de ensaio com peso
conhecido e posteriormente acrescido 800uL de cloroférmio e 640uL de
solucdo de NaCl a 0,73%. Apods nova centrifugagdo por 10 minutos a 3.000rpm,
foi desprezada a fase superior. A parede interior de cada tubo foi lavada trés
vezes com 600uL de solucdo de Folch (solucdo de 3% de cloroférmio, 48% de

metanol, 47% de agua e 2% de NaCl a 0,29%). Apds cada lavagem, a fase
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superior foi descartada. Os extratos lipidicos obtidos foram secos em estufa
overnight a 37°C, e os lipideos quantificados gravimetricamente.

Para obtencdo dos lipideos totais do conteudo cecal foram utilizados
25mg de conteudo. Seguiram-se, entdo, os procedimentos como feitos para o
tecido hepético.

Os extratos lipidicos foram ressuspensos em 500uL de isopropanol para
a determinacdo dos niveis de colesterol total. Para as dosagens do CT no

extrato lipidico, seguiu-se 0 método enzimatico ja anteriormente descrito.

5.6- Avaliacdo da glicemia

Para avaliacdo da glicemia dos animais, foram dosados o0s niveis de

glicose plasmética ao término do experimento.

Os niveis de glicose no plasma foram dosados por meio do kit
enziméatico Labtest (Brasil), cujo principio se baseia na oxidacdo da glicose a
acido glucénico, pela acdo da glicose oxidase, com liberacdo de peroxido de
hidrogénio. Esse, pela acdo da peroxidase em presenca de fenol e 4-
aminoantipirina, produz uma antipiriiquinonimina de coloracdo réseo-

avermelhado com absorbancia entre 490 e 520nm, segundo reacdes abaixo:

Glicose
Glicose + O, + H, O — Acido gluconico + H,0,

Oxidase

Peroxidase

H,O, + fenol + 4-aminoantipirina —— antipirilquinonimina + 4H,0
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O sangue coletado com fluoreto contendo antiglicolitico foi centrifugado
a 6.000rpm por cinco minutos para obtengdo do plasma. Foram transferidos
para uma microplaca de 96 pocos 2uL de plasma e adicionados 200uL do
reagente de cor, em duplicata. Apds incubacdo de 15 minutos a 37° C, a
absorbancia foi lida a 492nm em leitor de microplaca (Thermo Plate).

Para a determinacéo do padrdo foi plaqueado 2uL do reagente padrao.
Para o célculo das concentracfes de glicose, em mg/dL, foi utilizada a formula,
indicada pelo Kit Labtest (Brasil): Média da absorbancia da amostra / média da

absorbancia do padréo x 100.

5.7- Avaliacdo da aterosclerose

Para avaliar o desenvolvimento da aterosclerose foi observada a area de
lesdo na aorta e na valvula adrtica. Bem como a caracterizacdo das lesdes

neste quanto a deposicao de colageno.

5.7.1-Area de lesdo na aorta

Para avaliacdo da deposicéo lipidica, cada aorta foi cuidadosamente
retirada, dissecada removendo toda a adventicia a partir da valvula aértica até
a bifurcacdo iliaca e, em seguida, lavada em PBS e armazenada a —80° para

guantificacdo da placa através da coloracdo em Sudan V.

Para a coloragdo, as aortas foram abertas longitudinalmente e fixadas
overnight com solucdo de formol-sacarose (4% paraformoldeido, 5% de

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

as aortas foram submetidas a uma solugcdo de 70% de etanol durante cinco
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minutos para desidratacdo e, posteriormente, coradas por 10 minutos sob
agitacdo em uma solugéo filtrada contendo 0,5% de Sudan IV, 35% de etanol,
e 50% de acetona. Em seguida, as aortas foram descoradas por cinco minutos
em solucdo de etanol 80%, de maneira que apenas as placas de gordura
permanecem coradas, devido a afinidade do Sudan IV por lipideos (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 versdo 6.3 (Image-Pro Plus Software, Bethesda Maryland -

USA) foi utilizado para obtencdo das medidas.

O calculo das lesdbes nas aortas foi realizado considerando a

porcentagem da lesdo em relacdo a area total da aorta.

5.7.2-LesOes ateroscler6ticas na valvula aértica

Os coracgdes foram retirados e cortados na linha mediana, sendo
utilizada a parte proximal, onde se localiza a valvula aértica. Esta foi
primeiramente fixada em solugdo de formol 10% por cinco horas e, em seguida,
transferida para uma solugcdo de sacarose a 30% em salina fisiologica por 24
horas, para desidratacdo do tecido. O tecido foi, entdo, incluido em Tissue
Freezing Médium (Jung Tissue Freezing Medium; Leica Microsystems,
Wetzlar - Germany) e cortados em criostato (sec¢des de 10um). Os cortes
foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE). Esse material foi, entao,
codificado, examinado e submetido a andlise morfométrica das lesbes. Para
isso, foram selecionados 10 cortes, amostrando uma extensdo média de 250-
300um, com as estruturas anatdmicas referenciais da valvula adrtica, que
foram fotografados (aumento de 100x) e a medida das areas de lesédo feita com
o auxilio do software analisador de imagens Image-Pro Plus. O célculo da lesdo
meédia/animal foi feito somando-se todas as medidas dos 10 cortes,

representando o valor da area da lesao.
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5.7.3- Avaliagdo da deposicdo de coladgeno na valvula adrtica

Para avaliacdo da deposicdo de colageno, os cortes da valvula aortica
foram corados com Tricromio de Gomori. Os cortes foram fotografados e a
medida das &reas de colageno feita pela quantificacdo da coloragdo em tom
esverdeado com o auxilio do software analisador de imagens Image-Pro Plus.

A quantidade é dada pela porcentagem de colageno por area de leséo.

5.8- Avaliacdo do estresse oxidative

Para avaliacdo do estresse oxidativo, foi analisada a peroxidacéo lipidica
no figado, investigada a presenca de anticorpos anti-LDL oxidada, visto que o
estresse oxidativo aumenta a oxidacdo das LDL plasmaticas, e verificada a

producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por macréfagos peritoneais.

5.8.1- Peroxidacdo lipidica

Para avaliar a peroxidacdo lipidica, procedeu-se a determinacdo das

espécies reativas ao acido tiobarbitlrico no tecido hepatico dos animais.

A determinacdo das espécies reativas ao acido tiobarbiturico foi obtida
pela técnica de TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances), de acordo
com Wallin et al. (1993), cujo procedimento sera descrito abaixo. Para isso,
uma parte dos figados foi lavada em PBS, envolvida em papel aluminio e
borrifado nitrogénio gasoso para evitar oxidacdo do tecido. Em seguida foram
armazenados a -80°C.

A formacdo de malondialdeido (MDA), resultante da quebra de &cidos

graxos poli-insaturados, € um conveniente indice para se determinar o grau de
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peroxidacao lipidica. O &cido tiobarbitirico reage com o MDA, formando um

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

535nm (Figura 8).
S _N._ _OH HO. . N. .8H
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Figura 8- Formula molecular do aduto formado na reac&o entre o acido tiobarbitdrico e o
malondialdeido na técnica de TBARS. Sua coloracdo roseo-alaranjada € detectavel
espectrofotometricamente a 535nm.

Fonte: BUEGE e AUST, 1987.

A determinacdo das espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
foi realizada segundo o método descrito por Buege e Aust (1978). Para tal, o
homogenato do figado foi obtido triturando-se 100mg de tecido em 1mL de
PBS (pH = 7,4). Uma aliquota de 500uL do homogenato foi misturada a 1mL da
solucdo de &cido tricloroacético 15% (p/v), acido tiobarbittrico 0.38% (p/v) e
HCl a 0.25N. A mistura foi aguecida em banho-maria fervente por um periodo
de 15 minutos. Apos resfriamento em agua corrente, adicionou-se 1,5mL de
butanol, para extracdo do cromdéforo, e a mistura foi centrifugada a 3.000rpm
por 10minutos. A absorbancia do sobrenadante foi lida a 535nm e o resultado
foi normalizado por dosagem de proteinas pela técnica de Lowry et al. (1951),
segundo o qual a concentracdo de proteinas nas amostras € calculada atraves

de uma curva padréo, feita com albumina.

5.8.2- Investigacdo da presenca de anticorpos anti-LDL oxidada

Para determinagcdo de anticorpos anti-LDL oxidada no soro foi realizada
a medida por ELISA. Para isso, foi necesséria, primeiramente, a obtencdo de

LDL nativa e LDL oxidada, sendo, entdo, realizados 0s passos a seguir:
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|- Separacéo da LDL

Apbs a coleta de 10mL do sangue de individuo saudavel (voluntario) ndo
fumante, em tubo vacutainer com EDTA 10%, procedeu-se a centrifugacéo a
3.000rpm por dez minutos, em centrifuga de mesa (Fanem Excelsa Baby, mod.
205N). O plasma foi coletado e adicionado 0s conservantes: aprotinina,
benzamidina 2mM, solucdo de azida sédica 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 lipoproteina HDL) com solucdo de Brometo
de potéassio (KBr). Trés mililitros deste plasma foram colocados em tubos de
polipropileno, com volume total de 10mL, préprios para ultracentrifuga Sorvall
Ultra pro-80/Du Pont, utilizando o rotor 875T. Apés o plasma, foi adicionada a
solucdo de KBr de densidade 1,006 até completar o volume total do tubo,
formando assim o gradiente descontinuo de densidade de duas camadas. Os
tubos devidamente equilibrados foram colocados para centrifugacdo por duas
horas e meia a 50.000rpm e 4°C, para separacdo das lipoproteinas de alta
densidade. Terminada a rodada, foi retirada a camada composta pela LDL e a
amostra foi submetida a dialise em solu¢cdo de tampao fosfato (PBS), por um
periodo de vinte e quatro horas a 4°C, com trés trocas do tamp&o. Em seguida,
o material foi filtrado e guardado estéril em atmosfera de nitrogénio a 4°C, em
recipiente protegido da luz (CHUNG et al., 1986).

[I- Oxidacéo da LDL

Para a oxidacdo da LDL foi acrescido CuCl, a 1mM, para concentracao
final de 5uM. Apds 3 horas e 30 minutos de oxidagdo, a 37°C, sob agitacdo
constante e envolto em papel aluminio. A reacao foi finalizada com EDTA 0,5M
(proporcéo de 2 EDTA: 1 CuCly).
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[11- Quantificagdo 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 100uL/ poco de solucdo do antigeno (LDL
oxidada e nativa, com concentracdo 50ug/mL de proteina) diluido em salina
fisiologica. Apds o periodo de sensibilizacdo, as placas foram incubadas por uma
hora, com 200uL de uma solugdo BSA 1,0% em PBS, por poco, para blogueio, a
37°. A solucdo de bloqueio foi desprezada e as placas foram lavadas 5 vezes com
salina fisiolégica contendo 0,05% de Tween 20 (SIGMA Chemical Co., St Louis,
MO, USA). Em seguida, 100uL/pogo das amostras de soro (diluido 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 37°C, com 100uL
de uma solucdo de IgG peroxidase, na diluicdo 1:5000. As placas, apos serem
lavadas cinco vezes com salina-Tween, foram incubadas no escuro, com 100uL
de uma solugéo de tampao citrato (10mL, pH=5,0) contendo 40ul de H,O, e 10mg
de ortofenileno-diamino (OPD) para o desenvolvimento de cor, por reagéo
enzimaticamente catalisada. ApoOs trinta minutos de incubacdo, a reacdo foi
interrompida pela adicdo de 30uL/poco de H,SO, 1:20. A absorbancia foi lida no
comprimento de onda de 492nm por leitor automatico (Model 450 microplate
Reader, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Os resultados foram obtidos pelo calculo da média das repeticdes da LDL
oxidada subtraida pela LDL nativa em cada grupo experimental, sendo o

resultado dado em unidades arbitrarias.
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5.8.2- Verificacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio por

macrofagos peritoneais

Para verificar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por
macréfagos peritoneais, foi realizado um estudo ex vivo, como avaliacdo

indireta de estresse oxidativo.

Camundongos LDLr"" foram submetidos & dieta controle e experimental
por duas semanas. Apés esse periodo, os animais foram sacrificados e o0s
macréfagos peritoneais residentes (ou seja, ndo ativados) foram retirados com
PBS gelado e estéril. Apds centrifugacdo, o PBS sobrenadante foi descartado e
0s macrofagos ressuspensos em meio de cultura (RPMI incolor estéril). Para
medir a producdo de ROS, os macréfagos foram plaqueados em triplicata
numa concentracdo de 1x10° células por poco, e submetidos a estimulo com
zymosan (particulas derivas da parede celular de fungo, ricas em {3-glucana,
gue sdo reconhecidas e fagocitadas por macroéfagos ativando a producédo de
ROS). Como reagente foi utilizado luminol e a luminescéncia foi lida por uma
hora em intervalos de 60 segundos. A producdo basal de ROS também foi
acompanhada plagqueando os macréfagos sem uso de estimulo. A area sob a
curva da producdo de ROS foi calculada para comparacéo estatistica entre os
grupos submetidos ou ndo ao estimulador da producdo de ROS zymozan.

5.9-Avaliacao da atividade de enzimas antioxidantes

Para avaliar se o efeito antioxidante da dieta contendo Gleo de pequi
teve alguma relacdo com a atividade de enzimas antioxidante, foi quantificada
a atividade das enzimas superéxido dismutase e catalase nos figados dos

animais.

56



Materiais e Métodos

5.9.1- Determinacéo da atividade de superdxido dismutase

A dosagem da atividade da superéxido dismutase (SOD) é baseada na
sua habilidade em limpar radicais superoxidos (O,), diminuindo a razdo de
auto-oxidacdo do pirogallol (adaptado de DIETERICH et al., 2000).

A técnica consiste em homogeneizar o tecido em tampédo fostafo
(50mM). 30uL de homogenato foi plaqueado em placa de 96 pocos e acrescido
de 99uL de tampéo fosfato, 6uL de MTT (brometo de dimetiltiazol-
difeniltetrazolium) e 15uyL de pirogallol. Para o branco, o pirogallol foi
substituido por tampéao fosfato e para o padrédo, a amostra foi substituida por
tampdao fosfato. Apds cinco minutos de incubagédo a 37°C, a reacéo foi parada
com 150uL de DMSO (dimetil sulfoxido) e a absorbancia foi lida a 570nm. Para
0 célculo do resultado foi considerado que 1 unidade (U) de SOD é capaz de
evitar a autoxidacdo de 50% de pirogallol do padrédo. O resultado foi expresso

em Unidades por mg de proteina (U/mg proteinas).

5.9.2- Determinacao da atividade de catalase

A dosagem da atividade de catalase se baseia no decaimento da
absorbancia do peréxido de hidrogénio (H,O,) — (Axo) pela metabolizacéo
deste pela catalase (2H,O, - 2H,0 + O,), de acordo com Nelson e Kiesow
(2972).

Resumidamente, 25uL de homogenato de tecido em tampé&o fosfato
(50mM) diluido (1:25) foram acrescentados a 1mL de tampéao fosfato 50mM em
uma cubeta de quartzo. Foram acrescidos 25L de solugdo de H,O, 0,3M e lida
a absorbancia (Ay4) durante um minuto. Os célculos foram feitos pela diferenca
de leitura no tempo final pelo tempo inicial, dividido pelo volume (mL) da
amostra. O resultado € expresso por concentracdo de proteina (mg/mL),

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

Para deteccdo de outliers foi realizado o teste de Grubbs. Os dados
foram analisados quanto a distribuicdo pelo teste de D’Agostino and Pearson,
sendo, posteriormente, 0s paramétricos submetidos ao teste T de student,
considerado como significante p<0,05, e os ndo paramétricos ao teste de Mann
Whitney.

As analises foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software, San Diego California - USA). Os resultados foram
expressos como média + erro padréo, para os dados com distribuicdo normal, e

como mediana, quando ndo paramétricos.
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6.1- Consumo alimentar e peso corporal

Para avaliar a aceitagéo das respectivas dietas foi observado o consumo
semanal em cada grupo. Nao foi encontrada diferenca no consumo entre 0s

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 (6leo de soja) ou enriquecida
com 6leo de pequi durante seis semanas

Controle O. Pequi
Ingestédo diaria/animal (g) 3,5+0,06 35+0,1
Peso inicial (g) 1522 £ 0,5 1593 +0,5
Peso final (g) 19,14 £ 0,3 20,0+0,4
Ganho de peso (g) 3,9+0,3 43104

Os valores séo apresentados como Média + Erro padréo (n=12).

Para acompanhamento da evolucédo ponderal, os animais foram pesados
semanalmente e, ao término do experimento, o ganho de peso total foi obtido
pela diferenca entre peso final e inicial. Ndo houve diferenca no peso corporal
dos camundongos durante o periodo experimental. O ganho de peso total
também foi semelhante entre os grupos controle e 6leo de pequi (Tabela 3).

6.2- Metabolismo lipidico e glicemia

Para avaliacdo do metabolismo lipidico, foi analisado o perfil lipidico
sérico, hepatico e cecal nos animais ao final do experimento. A avaliagdo da
glicemia foi obtida por meio da dosagem dos niveis de glicose no plasma

sanguineo.
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6.2.1- Perfil lipidico e glicémico sanguineo

O acréscimo de 1,25% de colesterol as dietas para torna-las
aterogénicas promoveu hipercolesterolemia em ambos o0s grupos. A dieta
enriquecida com 6leo de pequi resultou em um significante aumento nos niveis
séricos dos fatores de risco para aterosclerose como o colesterol total, fracao
aterogénica, indice aterogénico e triglicerideos, em comparacdo a dieta

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

Tabela 4- Perfil lipidico e glicémico sanguineo dos camundongos LDLr-/- apos
seis semanas sob dieta controle (6leo de soja) ou enriquecida com o6leo de
pequi

Controle O. Pequi
Colesterol total (mg/dL) 377 + 28,2 939 + 65,6*
HDL-colesterol (mg/dL) 35+ 3,3 29+ 23
Fracdo aterogénica® (mg/dL) 343 £ 29,2 873 + 48,2*
indice aterogénico® 10,8 + 1,4 33,3 +4,2*
Triglicerideos (mg/dL) 114 +17,6 178 +18,5*
Glicose (mg/dL) 123 +£9,9 143 +11,7

Valores apresentados como média + Erro padrao (n=12). *p<0,05.
3 CT — HDL-c. PFracao aterogénica/HDL-c.

A concentracdo de glicose plasmatica foi estatisticamente semelhante,
demonstrando que as diferentes dietas ndo apresentaram efeito distinto para

esse parametro (Tabela 4).

6.2.2- Perfil lipidico hepatico e cecal

Os animais alimentados com dieta contendo 6leo de pequi tiveram
maior acumulo de lipidio no figado, uma vez que a quantidade de lipideos totais

hepaticos extraida foi significativamente superior no grupo experimental em
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comparacado ao controle (Tabela 4). Os lipideos totais extraidos do contetdo

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

A dosagem de colesterol total nos lipideos extraidos do figado e
conteudo cecal demonstrou efeito da dieta enriquecida com 6leo de pequi, ja
que maior concentracdo do CT foi encontrada para os animais experimentais
(Tabela 5).

Tabela 5 — Perfil lipidico do figado e contetdo cecal dos camundongos LDLr-/-
apos seis semanas sob dieta controle (6leo de soja) ou enriguecida com 6leo
de pequi

Controle O. Pequi
Lipideos totais 123 +11 191 +17*
hepatico (mg/g)
Lipideos totais 290 £ 48 210 £ 20
cecal (mg/g)
Colesterol total 13+2,3 25+ 2,8*
hepatico (mg/qg)
Colesterol total 9+1,2 17 + 2,6*

cecal (mg/g)

Os valores s@o apresentados como média + Erro padrdo para por apresentarem
distribuicdo normal, exceto para colesterol total cecal que sdo apresentados como
mediana, por ndo serem paramétricos (n=12). *p<0,05.

6.3- Avaliagcdo da aterosclerose

O desenvolvimento da aterosclerose foi avaliado por meio da
guantificacdo da area de lesdo na valvula adrtica e na aorta. A escolha em
avaliar estes dois sitios foi devido ao fato de que as lesdes na aorta
desenvolvem-se mais tardiamente em relacdo ao sinus, apresentando-se,

portanto, em estagios mais iniciais.

A aterosclerose na raiz da aorta (na regido da valvula aodrtica) por

ocorrer mais precocemente mostra-se em estdgio mais avancado do que o

62



Resultados

visto na aorta. Nessa regido, as lesées no grupo pequi, acompanhando o risco
aterogénico, apresentaram-se significativamente maiores em relacdo ao
controle (Figura 9). Os animais do grupo controle apresentaram lesdes
intermediarias formadas por estrias gordurosas com varias camadas de células
espumosas, ja sendo possivel perceber a formacéo da capa fibrosa. No grupo
pequi, entretanto, nota-se lesdes em estdgio mais avancado com presenca da

capa fibrosa e deposicéo de cristais de colesterol em areas de necrose.
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Figura 9- Area de lesdo aterosclerdtica na valwula adrtica dos camundongos LDLr-/- apés seis
semanas sob dieta controle (6leo de soja) ou enriquecida com 6leo de pequi.

(A) e (B) Histologia das valwulas adrticas mostrando caracteristicas das lesdes dos grupos
controle e Oleo de pequi, respectivamente. Cortes histoldgicos corados em Hematoxilina-
Eosina, aumento de 100x. A seta indica presenca de capa fibrosa, as estrelas indicam regides
onde se evidencia a existéncia de cristais de colesterol e o asterisco indica regido de necrose.
(C) Representacao gréfica da area de lesdao. Os valores séo apresentados como média + Erro
padréo (n=12). *p<0,05.
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A deposicdo de colageno nas lesdes da valvula adrtica constitui um fator
importante para a estabilidade da placa. A quantidade de colageno nas lesdes
apresentou-se estatisticamente semelhante entre o grupo controle e o

experimental demonstrando que ndo houve interferéncia da dieta (Figura 10).
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Figura 10- Deposicdo de colageno na valwla aortica dos camundongos LDLr-/- apls seis
semanas sob dieta controle (6leo de soja) ou enriguecida com 6leo de pequi.

(A) e (B) Histologia das valwlas adrticas mostrando caracteristicas das lesbes dos grupos
controle e 6leo de pequi, respectivamente, quanto a deposi¢éo de colageno, indicado pela cor
verde (seta). Cortes histolégicos corados em Tricromio de GOmori e contracorados com

hematoxilina, com aumento de 100x. (C) Representacéo grafica da area de lesdo Os valores
sdo apresentados como média * Erro padréo.
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Aortas dos animais do grupo experimental, surpreendentemente,
apresentaram uma significante reducdo na é&rea acometida por lesbes
ateroscleroticas apos a ingestao do 6leo de pequi (Figura 11). A reducéo foi de

cerca de 50% da area acometida pela lesdo em animais controles.
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Figura 11- Area de lesdo nas aortas dos camundongos LDLr-/- apds seis semanas sob dieta
controle (6leo de soja) ou enriquecida com 6leo de pequi.
(A) Foto das aortas coradas com Sudan IV. (B) Porcentagem da area de leséo. Os valores séo
apresentados como média + Erro padrao (n=10). *p<0,05.

Em resumo, os dados do metabolismo lipidico e lesdo aterosclerética
mostraram que o Oleo de pequi retarda o inicio do desenvolvimento da leséo
(como visto na aorta), mas aumenta a aterogénese quando esta é analisada

em um estagio mais avancado.

Como o aumento da placa seria o esperado para o perfil lipidico
proaterogénico visto no soro de animais alimentados com 6leo de pequi, N0SSO
objetivo, a sequir, foi avaliar os efeitos do pequi que poderiam estar envolvidos
na menor formacao de placas em seus estagios iniciais (como visto na aorta).
O alto nivel de antioxidantes no pequi, descrito anteriormente, faz destas

substancias os primeiros candidatos a investigacdo de seus efeitos.
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6.4- Estresse oxidativo

Devido a rica composigcdo em substancias antioxidantes do 6leo de
pequi foram, entdo, verificados possiveis efeitos de sua ingestdo sobre o
estresse oxidativo. A avaliagdo do estresse oxidativo foi realizada por meio da
andlise da peroxidacdo lipidica no figado, determinacdo da presenca de
anticorpos anti-LDL oxidada no soro e producdo de espécies reativas de

oxigénio (ROS) por macrofagos peritoneais.

6.4.1- Peroxidacéo lipidica no figado

Como visto anteriormente, a ingestdo de dieta com dleo de pequi
aumentou o teor de lipideos totais no figado. Porém, vimos que essa dieta
resultou em uma significante diminuicdo da peroxidacdo lipidica hepatica
avaliada pela técnica de TBARS (Figura 12).

0.08-
©
£
2 0.064
o I
S *
? 0.04-
a —_
=
S 0.02-
£
=
0.00 ' .
\@ S
QO (N
& QC
e o

Figura 12- Peroxidacdo lipidica no figado dos camundongos LDLr-/- apds seis semanas sob
dieta controle (6leo de soja) ou enriguecida com 6leo de pequi.
Os valores sao apresentados como média * Erro padrao (n=12). *p<0,05.
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6.4.2- Atividade de enzimas antioxidantes

Foi avaliada uma possivel relacdo entre o efeito antioxidante da dieta
contendo Oleo de pequi e a atividade das enzimas antioxidantes superoxido

dismutase e catalase no tecido hepatico.

Nao foram encontradas diferencas entre 0s grupos quanto a atividade
enzimatica da superoxido dismutase e da catalase no figado dos animais
(Figura 13). Esses dados nos levam a concluir que o 6leo de pequi age como

um antioxidante direto e ndo indiretamente pela atividade destas enzimas.
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Figura 13- Atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD) (A) e catalase (B) no figado
dos camundongos LDLr-/- apds seis semanas sob dieta controle (éleo de soja) ou enriquecida
com Oleo de pequi.

Os valores séo apresentados como Média + Erro padréo (n=12).

6.4.3- Determinacgéo de anticorpos anti-LDL oxidada

A presengca de anticorpo anti LDL oxidada representa uma medida
indireta da oxidacdo de LDL, uma vez que a concentracdo de seus anticorpos
especificos aumenta com o aumento da concentracdo de LDL oxidada no soro.

Neste estudo, foi observado que o soro dos animais alimentados com 6leo de
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pequi apresentaram concentracdo de anticorpos anti-LDL oxidada menor em
comparagao aos animais do grupo controle (Figura 14), sugerindo efeito sobre

a oxidacdo de LDL na corrente sanguinea.
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Figura 14- Imunoglobulinas anti-LDL oxidada no soro de camundongos LDLr-/- apds seis
semanas sob dieta controle (6leo de soja) ou enriquecida com 6leo de pequi.
Os valores séo apresentados como Média + Erro padréo (n=12). *p<0,05.

6.4.4- Verificacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio por

macrofagos peritoneais

Os dados obtidos até agora sugerem que o 6leo de pequi reduziu o
estresse oxidativo, incluindo a oxidacdo de LDL por uma acdo antioxidante de
alguns de seus componentes. Porém, as alteracdes intracelulares que podem
decorrer da ingestdo cronica de pequi ainda ndao foram estudadas. Assim,
nosso préximo passo foi verificar se macrofagos seriam também afetados pelos
efeitos do o6leo de pequi. Nossos resultados com macréfagos peritoneais
residentes ndo estimulados tém niveis basais de espécies reativas de oxigénio
(ROS) semelhantes em ambos os grupos. Porém, apds estimulo com zymosan,
nota-se que o grupo ingerindo pequi apresenta menor liberacdo de ROS por
macrofagos ndo ativados previamente (Figura 15), inferindo efeito modulador

da dieta experimental.
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Figura 15- Producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por macréfagos peritoneais
residentes retirados de camundongos LDLr-/- apds duas semanas sob dieta controle (6leo de
soja) ou enriquecida com 6leo de pequi.

(A) Producéo de ROS por uma hora em intervalos de 60 segundos, durante 1hora. (B) Area sob
a curva da producao de ROS dos grupos controle e experimental sem estimulo (nivel basal) ou
estimulados com zymosan para producdo de ROS. RLU: unidade relativa de luz. Os valores da
area sob a curva sdo apresentados como Média + Erro padréo (controle n=4; experimental n=
5). *p<0,05, para grupo 6leo de pequi + zymosan versos controle + zymosan (teste t de
Student).
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Em resumo, nossos resultados mostram que o 6leo de pequi aumenta a
colesterolemia 0 que leva a uma maior placa aterosclerética na raiz da aorta,
aumentando o risco de infarto. Entretanto, quando analisamos lesdes mais
tardias, como na aorta toracica, nota-se um efeito benéfico, com menor area
desta artéria acometida por lesdes ateroscleréticas. Dos efeitos analisados,
observa-se que o 6leo de pequi possui atividade antioxidante direta no figado e
também na liberacdo de espécies reativas de oxigénio por macrofagos.
Adicionalmente, sugere reducdo nos processos oxidativos da LDL no soro,

devido a menor concentracao de autoanticorpos anti-LDL oxidada.
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O Caryocar brasiliense, conhecido como pequi, € um fruto bastante
importante para a populagdo do segundo maior bioma brasileiro, o Cerrado.
Neste estudo foi examinado o potencial efeito da suplementacédo da dieta com
O0leo de pequi, comparado ao 6leo de soja, no metabolismo lipidico,
desenvolvimento da aterosclerose e estresse oxidativo em camundongos

deficientes no receptor de LDL submetidos a dieta aterogénica.

O Oleo de pequi possui composicdo heterogénea em &cidos graxos
insaturados e saturados, sendo estes, em uma quantidade bastante
expressiva, cerca de 37% (LIMA et al., 2007), podendo apresentar implicacdes
importantes no metabolismo lipidico e na aterosclerose. Além disso, o elevado
potencial antioxidante, devido & sua composicdo rica em substancias
antioxidantes como carotendides, principalmente, poderia exercer efeito sobre

0 estresse oxidativo.

Os grupos ndo diferiram na quantidade de dieta ingerida demonstrando
gque a suplementacdo com Oleo de pequi ndo acarretou em diferenca na
aceitacdo da dieta, o que implicou em uma ingestdo calérica semelhante. O
desenvolvimento ponderal também ndo apresentou diferenga entre 0s grupos,

assim como o ganho de peso final, ratificando uma ingestéo calorica similar.

O metabolismo lipidico dos animais foi avaliado ao término do
experimento pela determinacdo do perfil lipidico no sangue, figado e conteudo
cecal. Este é fundamental para analisar a absorcdo e excrecdo lipidica e o
figado constitui o principal 6rgdo envolvido no metabolismo de lipoproteinas,
somando-se, assim, importantes alvos para uma compreensdao mais ampla e

de uma maneira sistémica do metabolismo em questéao.

O ¢6leo de pequi possui elevado percentual de acido graxo oléico. Este
acido graxo monoinsaturado possui conhecido efeito hipocolesterolémico,
atuando como redutor das lipoproteinas de baixa densidade. No entanto, o
pequi também é constituido por cerca de 35% de acido palmitico o qual esta
associado a dislipidemias. A dieta enriguecida com colesterol promoveu um

guadro hipercolesterolémico em ambos 0s grupos, conforme caracteristica do
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modelo murino utilizado, sob dieta aterogénica. A ingestdo de dieta contendo
Oleo de pequi foi capaz de elevar ainda mais o perfil lipidico sérico aumentando
os niveis do colesterol total, da fracdo aterogénica e indice aterogénico. Os
triglicerideos também foram elevados pelo 6leo de pequi em comparacdo a
dieta controle. As concentragdes plasmaticas de HDL colesterol, no entanto,
foram similares entre os grupos. Esses dados demonstraram que o Oleo de

pequi conferiu acentuada dislipidemia nos animais do grupo experimental.

O d6leo de soja € constituido por cerca de 15% de &cidos graxos
saturados (OLIVEROS et al.,, 2003) enquanto o Oleo de pequi possui uma
guantidade bastante superior, como ja anteriormente descrito, sendo o &cido
palmitico o principal (LIMA et al., 2007). Isso o torna uma fonte de lipideos
saturados maior em comparacao ao 6leo de soja. Tem sido bastante evidente
gue a ingestdo de dieta rica em gordura saturada, principalmente rica em acido
palmitico, exerce potente efeito na elevagdo dos triglicerideos, 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 acido graxo linoléico (18:2 w—6), predominante no
Oleo de soja possui funcdo hipocolesterolémica em contraste aos acidos graxos
saturados (OLIVEROS et al., 2003). Portanto, embora o 0leo de pequi possua
mais de 50% de sua composicdo em acido graxo oléico, o efeito do &cido
palmitico sobrepujou a ac¢do hipocolesterolémica desse acido graxo
monoinsaturado, exacerbando a dislipidemia nos animais. Esses dados diferem
do nosso estudo anterior que apresentou aumento na fracdo HDL-c (AGUILAR,
2006). No entanto, nesse primeiro trabalho os animais foram alimentados com
polpa de pequi que € bastante rica em fibras. O consumo de fibras, por sua
vez, é associado a melhoria no perfil lipidico com a reducdo do colesterol total,
LDL e triglicerideos 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. E conhecido que camundongos selvagens possuem

resisténcia em desenvolver dislipidemia, principalmente por transportarem o
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colesterol sérico, em sua maioria, em lipoproteinas de alta densidade
(BRESLOW, 1996, HOFKER et al., 1998; NEUZIL et al., 1998; FAZIO e

LINTON, 2001), justificando, entdo, a diferenga entre esses estudos.

A concentracdo de lipideos totais e de colesterol no figado foi
aumentada pela ingestdo de 6leo de pequi, embora os dados do ceco indiqguem
gue a excrecao de colesterol tenha sido aumentada com tal dieta. A ingestao
de saturados esta associada a maior acumulo de lipideos no figado. Os &cidos
graxos saturados favorecem o aumento da sintese de VLDL, para seguinte
secrecdo na corrente sanguinea, acarretando, assim, maiores niveis de
colesterol e triglicerideos no figado, até que sejam secretados. Portanto, isso
sugere que o0 aumento dos lipideos hepaticos neste estudo pode estar
relacionado a maior concentracdo de acido graxo palmitico no 6leo de pequi
em relacdo ao Oleo de soja. Em adicdo, a producdo das quilomicras ndo €&
afetada pelo acumulo de colesterol no figado, o que permite que grandes
guantidades de colesterol se acumulem no figado, quando a dieta é rica em
gorduras. A proposicdo da sintese elevada de VLDL no figado devido a
ingestdo de lipideos saturados corrobora com o0s maiores niveis de
triglicerideos, como também da fracdo aterogénica, encontrados no soro dos
animais que ingeriram Oleo de pequi (MUCCSKEY et al.,, 2004; CARMIEL-
HAGGAI et al., 2005). Nossos resultados estdo de acordo com os de Trautwein
et al. (1997) cuja ingestdo de dieta rica em acido palmitico aumentou o0s
lipideos hepéticos. Essa maior concentracdo hepatica de lipideos também esta
em conformidade com a esteatose hepatica microvesicular ocorrida em
camundongos suicos alimentados com polpa de pequi por seis semanas, em
nosso prévio estudo (AGUILAR, 2006).

Niveis elevados de glicose também constituem fator de risco para
aterosclerose, estando envolvidos, inclusive, com a oxidacdo das LDLs
(MARITIM et al.,, 2003). Foi observado que os niveis glicémicos ndo foram
modificados pela ingestdo de Oleo de pequi. Esse resultado corrobora os
encontrados anteriormente em nosso estudo, no qual ndo houve diferenga na
glicemia dos animais que ingeriram polpa de pequi em comparag¢ao ao controle
(AGUILAR, 2006).
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Nossos resultados, entdo, indicam que o 6leo de pequi eleva os lipideos
sanguineos, que constituem fatores de risco para a aterosclerose, como

também altera o perfil lipidico hepatico.

Nosso proximo passo foi verificar se essas mudancas no perfil lipidico
afetariam o desenvolvimento da aterosclerose. O aumento das lesbes
ateroscleroticas no sinus aodrtico observado no grupo experimental pode ser
justificado pela dislipidemia ocasionada devido a ingestdo do Oleo de pequi.
Niveis elevados de LDL na corrente sanguinea constituem um dos principais
fatores desencadeantes da aterosclerose, pois ocasionam sua infiltracdo e
retengdo na matriz subendotelial. A oxidagdo das LDL aprisionadas na camada
intima é, entdo, responsavel pelos subsequentes eventos envolvidos no
desenvolvimento da placa aterosclerética (LUSIS, 2000; SCOTT, 2004). Além
de atuar na elevacdo das concentracdes plasmaticas de LDL, é bem definido
gue a ingestédo de acidos graxos saturados, principalmente o palmitico, também
determina acentuada progressdo da aterosclerose (GERMAN E DILLARD,
2004; ARBONES-MAINAR, 2007), corroborando os resultados deste estudo. O
consumo de monoinsaturados e poli-insaturados, no entanto, possui evidente
efeito anti-aterogénico por retardar o desenvolvimento da aterosclerose ao
reduzir niveis de LDL-c e aumentar os de HDL-c. Aléem de atuar na reducéo do
colesterol, os &cidos graxos monoinsaturados possuem efeito protetor na
oxidagao da LDL e funcéo endotelial, podendo modular a aterogénese por meio
da reducdo na expressdo de moléculas de adesdo endotelial que estdo
envolvidas no recrutamento de mondcitos na camada intima arterial
(CARLUCCIO et al., 1999; PEREZ-JIMENEZ et al., 2002). Assim, o menor
desenvolvimento da aterosclerose no grupo alimentado com 6leo de soja é
justificado pelos efeitos dos monoinsaturados e poli-insaturados constituintes

desse Oleo.

A presenca de colageno na placa aterosclerética na valvula aodrtica é
fundamental para sua estabilidade e, portanto, para evitar o rompimento com
consequente formacao de trombos (DAVIES et al., 1993; LEE e LIBBY, 1997;
SCOTT, 2004). Embora o grupo experimental tenha apresentado maior area de

lesdo na valvula adrtica, a quantidade de colageno ndo diferiu entre os grupos.
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Esse resultado demonstra que a estabilidade da placa ndo foi modificada pela

ingestao de pequi.

Surpreendentemente, a resposta ao desenvolvimento da aterosclerose a
dieta mostrou-se diferente na aorta em relagdo ao sinus aortico, uma vez que
0s animais que consumiram 6leo de pequi tiveram menor percentual de area de
lesdo na aorta. Um fato importante a se destacar é que a formacdo da
aterosclerose tem inicio na raiz da aorta e se desenvolve ao longo da aorta
ascendente, toracica e abdominal. Além da diferenca na iniciagcdo da leséo, a
taxa na progressao varia entre os diferentes sitios, ocorrendo, portanto, mais
tardiamente na aorta (VANDERLAAN et al., 2003). Esse fato sugere gue o 6leo
de pequi exerceu efeito benéfico em lesbes em fase mais inicial de
desenvolvimento, pois as lesdes na aorta ocorrem num periodo mais tardio
estando, portanto, em fase mais inicial em comparacdo ao sinus aértico. Assim,
no periodo correspondente a seis semanas utilizado neste estudo, as lesdes na
aorta ainda estavam em estagio susceptivel ao efeito protetor do 6leo de pequi.
Quanto a valvula aodrtica, no entanto, esse periodo ja corresponde a um estagio
mais avancado no qual a dislipidemia pronunciada nos animais possa ter
sobrepujado o efeito protetor do 6leo de pequi. Diferencas sitio-especificas no
desenvolvimento da aterosclerose também ja foram descritas por outros
autores (VANDERLAAN et al., 2003). No estudo desenvolvido por Reardon et
al. (2006), a dieta contendo 6leo de girassol reduziu as lesbes na raiz da aorta
porém nao alterou o desenvolvimento das lesdes na aorta em camundongos
LDLr-/- com deficiéncia imune (RAG-/-). Efeitos opostos entre o0s sitios
propensos a aterosclerose também foram descrito por Acin et al. (2005), nos
quais dieta contendo azeite de oliva quando enriquecida com colesterol
aumentou a aterosclerose na valvula aortica porém retardou o desenvolvimento
das lesBes na aorta mesmo com elevacdo do colesterol sérico, sendo esse
resultado atribuido a efeitos antioxidantes. Resposta sitio-especifica por efeito
de uma importante molécula de adesdo responsiva a variacdes oxidativas,
PECAM-1, foi descrita por Goel et al. (2008), influenciando o inicio e
progressdo das lesdes na aorta tanto positiva quanto negativamente de acordo

com o sitio da artéria.
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Implicacbes do estresse oxidativo no desenvolvimento da aterosclerose
sdo bastante evidentes, tais como o aumento da oxidacdo de LDL e disfungao
endotelial, dentre outros (HEISTAD, 2006; MALLIKA, 2007). Buscamos,
portanto, avaliar possiveis efeitos do Oleo de pequi no estresse oxidativo que

pudesse relaciona-se a redugao da aterosclerose da aorta.

A peroxidacdo lipidica medida no figado pela técnica de TBARS
demonstrou um efeito benéfico da ingestdo de O6leo de pequi, pois se
apresentou reduzida no grupo experimental. Diversos estudos tém
demonstrado acdo 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 atuacdo em decorréncia da ingestdo do 6leo da polpa de pequi
(MIRANDA-VILELA et al., 2009a). No entanto, investigamos se o efeito redutor
da peroxidacdo lipidica teria ocorrido devido a modificacdes na atividade das
enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase, uma vez que
sua acao previne o estresse oxidativo. Estas enzimas compdem parte do
sistema antioxidante do organismo atuando como importantes reguladores das
espécies reativas de oxigénio, sendo a SOD conversora de radicais superoxido
(02) em H,O, e O,, e a catalase responsavel pela oxidacdo do peréxido de
hidrogénio (AFONSO et al., 2007; POWERS e JACKSON, 2008). A dosagem
da atividade dessas enzimas no tecido hepatico dos animais ndo apresentou
diferenca entre os grupos. Esse resultado demonstra que a acdo antioxidante
do dleo de pequi pode estar sendo capaz de reduzir a peroxidacao lipidica por

efeito préprio em decorréncia das substancias antioxidantes presentes.

A oxidacdo de lipoproteinas e consequente formacdo de LDL oxidada
desempenha um importante papel na aterogénese e pode ser aumentada pelo
estresse oxidativo. A oxidacdo de LDL leva a formacdo de epitopos, como
resultado da decomposicao oxidativa dos acidos graxos, levando a producédo
de anticorpos anti-LDL oxidada (TUOMINEN et al., 2006). A detecc¢do sérica
de anticorpos anti-LDL oxidada mostrou-se menor no soro dos animais do
grupo experimental. Esse resultado demonstra o efeito do 6leo de pequi sobre

processos oxidativos das LDL presentes na corrente sanguinea.
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Os efeitos antioxidantes descritos acima falam a favor de antioxidantes
presentes na composi¢cdo do 6leo de pequi que poderiam exercer papel direto,
impedindo ou neutralizando os agentes pro-oxidantes presentes nos sitios
estudados. Porém, a principal fonte de liberacdo de radicais livres para
oxidacdo de LDL ndo estd no plasma, mas sim nos macrofagos ativados no
subendotélio. Estas células sdo 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 macréfagos, aumentando entdo a formacédo de
células espumosas, a unidade basica da aterosclerose. Para avaliar o potencial
de liberacéo de radicais livres, em experimento ex vivo medimos a producao de
espécies reativas de oxigénio por macrofagos peritoneais residentes (sem
ativacado previa) de animais do grupo controle ou alimentados com oleo de
pequi, apés serem estimulados com zymosan. Foi encontrada uma producéo
de ROS significativamente reduzida pela dieta experimental. Esse resultado
pode estar associado ao elevado conteudo de carotenoides do 6leo pequi, uma
respiratério em macrofagos com consequente diminuicdo de danos oxidativos
(WOLFSON et al., 1988; BENDICH, 1989). Walrand et al. (2005) também
demonstraram potencial papel dos carotendides na modificagdo do “burst”
respiratério em neutroéfilos, sendo que a deplecdo em carotendides aumentou a
producéo de ROS e a replecao foi capaz de reduzir a producédo exacerbada de
ROS restabelecendo os niveis basais. Esse efeito tem sido atribuido a acéo
eliminadora de radicais livres conferida aos carotendides e que pode ser
dependente do “pool” celular destes compostos. Assim, a maior ingestdo de
carotendides pelo consumo de 6leo de pequi, pode ter resultado em maiores
concentracbes celulares destes componentes nos macrofagos e,
consequentemente, modulado a liberagdo de ROS. A despeito do potencial
antioxidante dos carotenodides, a atividade de enzimas antioxidantes € um fator
importante na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio. Dixon et al. (1994)
avaliaram o efeito da deplecéo e replecédo de carotenoides sobre a atividade de
SOD. A deplecéo ocasionou reducdo dessa atividade e a replecdo acarretou
em reconstituicdo da atividade de SOD para niveis basais. Ja a suplementacéo
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com carotendides ndo implica necessariamente em aumento da atividade de
SOD como demonstrado por Girodon et al. (1997). Esses estudos indicam que
a caréncia em carotenoides pode implicar em deficiéncia na atividade da
superoxido dismutase, contudo a suplementacdo nao parece intensificar a
atividade dessa enzima, sugerindo apenas manté-la em niveis adequados. Em
conformidade com essas observagbes, no presente estudo ndo foram
encontradas alteracbes na atividade das enzimas antioxidantes SOD e
catalase, no figado, em decorréncia da ingestdo de Oleo de pequi. Portanto,
isso sugere que as propriedades antioxidantes dos carotendides possam estar
modulando diretamente a via bioquimica da liberacdo de ROS nos macréfagos
(WALRAND et al., 2005). Em adic&o, o uso de outros compostos antioxidantes,
também tem demonstrado reduzir a producdo de ROS por macrofagos
(MORENO, 2003), o que reforca a modulacdo na liberacdo desses radicais
livres por macréfagos por efeito de componentes que apresentem propriedades

antioxidantes.

Nossos resultados relacionados ao estresse oxidativo permitem mais
uma vez atestar a capacidade antioxidante do 6leo de pequi como ja 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 oleo de pequi sobre a aterogénese na aorta neste
experimento pode, entdo, estar relacionado ao menor estresse oxidativo
promovido por sua ingestdo. Como anteriormente descrito, as lesdes na aorta
aparecem mais tardiamente e, portanto, apresentam-se mais iniciais, sugerindo
efeito protetor em decorréncia da acdo anti-oxidante do pequi em estagios mais
precoces da aterogénese, tendo em vista que o0 estresse oxidativo € uma
condicdo importante para o desenvolvimento dessa patologia (MALLIKA, 2007,
PARTHASARATHY et al., 2008; KATO et al., 2009). Vale ressaltar, aqui, a
menor ativacdo de macréfagos pelo pequi que pode ser associada a menor
lesdo na aorta, j& que 0 mesmo € um importante componente para 0 aumento
da oxidacdo das LDL no subendotélio e a progressdo da placa, devido a

producdo de ROS. Em contraste, o inicio mais precoce da aterosclerose na
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valvula, embora possa ter sido afetado pela reducdo do estresse oxidativo nos
momentos iniciais, no decorrer do experimento esse efeito pode ter sido
superado pelo aumento crescente da colesterolemia consequente ao Oleo de
pequi que foram dobradas ao final do experimento. Isto se deve ao aumento
crescente de LDL (mesmo ndo oxidada) que migra para a camada intima dos
vasos, efeito diretamente proporcional ao aumento na concentracdo de
lipoproteinas aterogénicas no sangue, independentemente do seu estado
oxidativo. Vale ressaltar que nossos resultados estdo em conformidade com o
estudo de Acin et al. (2005), no qual o efeito antioxidante do azeite de oliva
mostrou-se protetor em retardar a progressdo da aterosclerose na aorta,

mesmo com maior aterogénese no sinus aortico.

Apesar do efeito protetor dos antioxidantes na reducdo do estresse
oxidativo, o seu papel como ateroprotetores sdo ainda controversos em
estudos in vivo (SIEKMEIER et al., 2007) estando, portanto, em conformidade
com a condicdo ocorrida neste experimento, pois o 6leo de pequi mostrou-se
protetor nas lesdes iniciais, mas ndo reduziu a progressao da aterosclerose no

sinus aortico.

Anticorpos  anti-LDL  oxidada tem sido associados com o
desenvolvimento da aterosclerose, porém nao indicam necessariamente a
gravidade da doenca e indicam indiretamente apenas o estado oxidativo das
LDL circulantes. Alguns estudos mostram que as concentracfes de anticorpos
anti-LDL oxidada nédo refletem ou ndo sdo alterados com a extensdo das leses
(KATO et al., 2008; SMOOK et al., 2008), corroborando, assim, o fato de que
embora os niveis de anticorpos anti-LDL oxidada estejam menores nos animais
gue consumiram Oleo de pequi, isso ndo se refletiu no desenvolvimento da
aterosclerose na raiz da aorta. Ademais, como dito acima, a migracdo de LDL
para o subendotélio pode ocorrer independentemente de sua previa oxidacao

(LUSIS, 2000), podendo sofrer modificacbes oxidativas ap0s sua entrada.
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Conclusao

Este trabalho é pioneiro no estudo do efeito da ingestdo de dieta
suplementada com 6leo de pequi no desenvolvimento da aterosclerose. Os
resultados permitem concluir que o Oleo de pequi foi capaz de promover
pronunciada dislipidemia nos animais deficientes no receptor de LDL
submetidos a dieta aterogénica. Uma reducdo no estresse oxidativo também foi
observada em alguns parametros. No entanto, houve aumento da
aterosclerose na valvula adrtica, que pode ser justificada pela
hipercolesterolemia. A reducdo das lesGes ateroscleréticas na aorta sugere

efeito protetor da acéo antioxidante do 6leo de pequi apenas em lesdes iniciais.

Mais estudos, portanto, sdo necessarios para caracterizacdo dos
mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose por
efeito da ingestdo do 6leo de pequi. Vale ressaltar também, que a ingestao de
Oleo de pequi ndo é indicada para pessoas que apresentem risco para infarto

ou aterosclerose.
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