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RESUMO

Recentes evidéncias sugerem que a modificagao oxidativa da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) é aterogénica e que as substancias antioxidantes
podem proteger a LDL contra a oxidagdo. A vitamina E € um importante
antioxidante da dieta e o principal antioxidante lipossoluvel encontrado no
plasma e nas lipoproteinas.

Por outro lado, niveis aitos de LDL-colesterol sdo o principal fator de risco
para o desenvolvimento da aterosclerose. As drogas inibidoras da enzima
limitante da biossintese do colesterol, a 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A
(HMG-CoA) reductase. sao usadas para o tratamento da hipercolesterolemia.

O objetivo do presente estudo foi determinar o efeito e o tempo em que a
vitamina E, administrada isoladamente ou associada a Pravastatina e a
Sinvastatina atua sobre o perfil lipidico plasmatico e sobre a peroxidagao lipidica
da LDL, em coelhos hipercolesterolémicos.

Cento e trinta e seis coelhos machos, brancos, da raga Nova Zelandia, de
2,04£0,1 kg de peso foram aleatoriamente divididos em 17 grupos, com 8 animais
cada: o grupo normocolesterolémico (NN) recebeu dieta comercial, o grupo
hipercolesterolémico (HH) recebeu a dieta comercial suplementada com 0,5% de
colesterol (p/p) e os outros 15 grupos receberam a mesma dieta durante 30 dias
com os seguintes tratamentos : suplementagao de vitamina E (E-2, E-4, E-6),
Pravastatina (P-2, P4, P-6), Sinvastatina (S-2, S-4, S-6), vitamina E +
Pravastatina (PE-2, PE-4, PE-6) e vitamina E + Sinvastatina (SE-2, SE-4, SE-6),
durante os 2, 4 e 6 dias antes do término do experimento. A vitamina E (50
U.l./dia), a Pravastatina (15 mg/dia) , a Sinvastatina (10 mg/dia), e a vitamina E
associada a Pravastatina ou a Sinvastatina foram administradas oralmente por
intubagao orogastrica.

Ao final do experimento, foi coletado o sangue dos animais através de
pungdo cardiaca. O colesterol total plasmatico (CT), triacilglicerdis (TG), HDL-

colesterol (HDL-c), foram determinados através de métodos enzimaticos. As



lipoproteinas, VLDL e LDL foram isoladas por ultracentrifugagéo. A extensao da
oxidacdo e a susceptibilidade da LDL em sofrer oxidag&o in vitro foram medidas
pelo contelido de dialdeido maldnico (MDA), estimado pelo TBARS (substancias
reativas com acido tiobarbiturico).

Foi observada uma diminui¢do dos niveis plasmaticos de colesterol total,
triacilglicerdis, LDL-colesterol (LDL-c) e VLDL-colesterol (VLDL-c) no grupo que
recebeu vitamina E, durante 6 dias (p<0,05). As mudangas das relagdes lipidicas
CT/HDL-c e LDL-c/HDL-c e a composicao lipidica da LDL ocorreu também neste
periodo de tempo.

Os grupos que receberam vitamina E+Pravastatina (PE) e vitamina
E+Sinvastatina (SE) apresentaram menores niveis de CT e lipoproteina. Nestes
grupos diminuiram CT e TG, no quarto dia de tratamento. Os niveis de LDL-c
diminuiram no segundo e quarto dia de tratamento para os grupos PE e SE,
respectivamente. Os niveis de HDL-c aumentaram somente nos grupos PE-6 e
SE-6. A composicéo lipidica da LDL foi alterada nos grupos PE-4 e SE-6.

O perfil lipidico dos grupos que receberam pravastatina e sinvastatina
isoladamente, foi alterado no quarto dia de tratamento, reduzindo os niveis
plasmaticos de CT, TG, VLDL-c e LDL-c.

A LDL isolada de coelhos tratados com vitamina E mostrou ser altamente
resistente & modificacdo oxidativa pelos ions de cobre. Os niveis de MDA nos
grupos E-6, PE-6, SE-6, P-6 e S-6 mostraram uma redugéo de 75, 60, 53, 19 e
18% respectivamente.

Os resultados indicam que os coelhos hipercolesterolémicos tratados com
PE e SE tiveram uma significante protegdo da LDL contra a oxidag&o induzida
em um tempo precoce. Assim, a associagao de drogas hipocolesterolémicas com
vitamina E foi mais efetiva.

A suplementacdo de vitamina E a coelhos com hipercolesterolemia
experimental protege contra a oxidagdo da LDL. com tendéncia a normalizar o
perfil lipidico e portanto, sugerindo um potencial efeito sobre o risco da doenga

coronaria.



oxidation in vitro were measured by malonic dialdehyde (MDA) levels, estimated
as thiobarbituric-acid reacting substances (TBARS).

Results showed that total cholesterol, triacylglycerols, LDL-cholesterol
(LDL-c) and VLDL-cholesterol (VLDL-c) levels were reduced in the groups of
rabbits that received vitamin E for 6 days (p< 0,05). TC/LDL-c and LDL-c/HDL-c
ratios and composition of the LDL changed upon this time period.

Rabbits in all groups treated with PE and SE showed lower TC and
lipoproteins than those of others groups. TC and TG decreased in PE and SE
groups after 4 days of treatment. LDL-c levels decreased in PE and SE groups at
2 and 4 days after treatment, respectively. HDL-c levels increased in PE-6 and
SE-6 groups. Lipid composition of LDL was changed in PE-4 and SE-6 groups.

The blood lipid profile changed in groups treated with pravastatin and
simvastatin, during 4 days; TC, TG, VLDL-c and LDL-c were decreased.

LDL isolated from those groups of rabbits under treatment with vitamin E
were shown to be highly resistant to oxidative modification by cupric ions. MDA
content of oxidized LDL were reduced by 75, 60, 55, 19 and 18% following
treatment with E-6, PE-6, SE-6, P-6 and S-6, respectively.

These data indicate that hypercholesterolemic rabbits treated with PE and
SE confered significant protection to the LDL against oxidative modification in a
short time, thus the association of hypocholesterolemic drugs with vitamin E
being more effective than vitamin E alone.

It is suggested that supplementing the diet of hypercholesterolemic rabbits
with vitamin E may protect against the oxidation of LDL and could normalize the
altered lipid profile of atherogenesis, thereby reducing the risk for coronary heart
disease.



1 INTRODUGAO

Os estudos epidemioldgicos pioneiros com mais de 40 anos de duragao,
realizados na cidade de Framingham (EUA), possibilitaram demonstrar que as
doencas coronarias (angina de peito e infarto de miocardio) guardam relagao
direta com a hipercolesterolemia, sendo que, para valores progressivamente
mais elevados, correspondem riscos proporcionalmente maiores (KANNEL et al.,
1979). Esta comprovado que a hipercolesterolemia é um fator de risco
importante para o desenvolvimento precoce da aterosclerose e € consequéencia
do aumento da quantidade da lipoproteina de baixa densidade, Low Density
Lipoprotein - LDL, (CARLSON & BOTTINGER, 1985). Por outro lado, €
amplamente aceito que a oxidagdo da LDL tem um papel relevante na
aterogénese (GOLDSTEIN et al., 1979).

A aterosclerose é uma doenga progressiva caracterizada pelo
estreitamento do lume das artérias grandes e médias, devido ao espessamento
local da intima. Numerosas investigacdes sobre os mecanismos fisiolégicos e
bioquimicos envolvidos na patogénese da aterosclerose sao ainda controversos.
A hipétese mais amplamente aceita € que a aterosclerose € uma resposta
imune-inflamatéria da intima arterial a injuria, ocasionada por fatores
extrinsecos, principalmente a hipercolesterolemia (DAVIES & WOOLF, 1993). A
lesdo aterosclerética é caracterizada, histologicamente pela proliferagéo celular
de macréfagos, células musculares lisas e acumulo de colesterol na intima
arterial, desenvolvendo-se em varias etapas. Inicialimente, ocorre formagao da
faixa ou linhas de gordura (fatty steak) na intima arterial, caracterizada pelo
acumulo de colesterol em macrofagos residentes, convertendo-se em células
espumosas, foam cell. (STEINBERG et al., 1989). Posteriormente, a faixa de
gordura se transforma em uma placa fibrosa, coberta com denso tecido
conectivo, contendo diferentes tipos celulares, que incluem as ceélulas

espumosas, macroéfagos e linfécitos T.
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Na fase de formacéo da lesao aterosclerética, ha um maior recrutamento
de mondcitos nas areas propensas a les&o, porém, em humanos e em animais
normocolesterolémicos. os mondcitos té&m muito pouco receptores para LDL e,
ocasionalmente, aderem-se ao endotélio arterial e penetram na intima. Os
mondcitos, na intima arterial, sofrem ativacdo e diferenciagdo celular
transformando-se em macréfagos residentes, processo que esta associado com
as mudangas das suas fungées (YIA-HERTUALA et al., 1989; WITZUM, 1993).

O excesso da LDL na circulacdo acarreta maior nimero de particulas da
LDL na regido da intima, geracado de células espumosas e disfungdo do
endotélio arterial (STEINBERG et al., 1989: CHIN et al., 1992).

GOLDSTEIN et al. (1979) foram os primeiros a descrever uma LDL
modificada quimicamente no laboratério, a LDL acetilada, capaz de transformar
macrofagos em células espumosas, in vitro: essa captagao foi atribuida a um
novo receptor designado como sequestrante (scavenger receptor). STEINBERG
et al. (1989) mostraram que células endoteliais, musculares lisas e os proprios
mondcitos-macréfagos podem induzir a oxidagdo da LDL. Assim, os trés
componentes da parede arterial podem converter a LDL a uma forma
reconhecivel pelos receptores seqiiestrantes dos macrofagos e gerar as células
espumosas. Estes receptores ndo sio regulados pelo controle “feed-back” ,
levando a uma captura excessiva de colesterol (DAVIES & WOOLF, 1993). Os
receptores sequestrantes também reconhecem a LDL oxidada in vitro, pela
incubagéo da lipoproteina com células em cultura ou com ions metalicos, sendo
que as mudangas fisico-quimicas e bioldgicas da LDL sdo similares aquelas
produzidas na oxidag&o in vivo (LUC & FRUCHART, 1991).

Os estudos do fendmeno da oxidagdo da LDL, mostram que a oxidagao é
consequéncia da agdo de radicais livres, levando a peroxidagcao dos acidos
graxos dos fosfolipidios, triacilglicerdis, ésteres de colesterol e colesterol livre
(STEINBRECHER et al., 1984; HALLIWELL & CHIRICO, 1993, AVIRAM 1993).
Os produtos da oxidagdo da LDL exercem varios mecanismos aterogénicos,
atuando como substancias quimiotaticas para os mondcitos. inibindo a migragao
de macrofagos e citotdxicas (SCHWARTZ et al., 1993). A LDL oxidada altera a



expressao genética das células arteriais e ativa a resposta imune que, por sua
vez, modula a resposta inflamatéria (LIU et al., 1994).

O sistema de defesa antioxidante do organismo protege as células dos
efeitos danosos dos radicais livres, evitando a peroxidagdo dos acidos graxos
polinsaturados (HALLIWELL, et al., 1995). Este sistema consiste de enzimas
antioxidantes como a superoxido dismutase, a glutationa peroxidase, a catalase
e de micronutrientes que incluem minerais como selénio, cobre, zinco e
manganés e as vitaminas E, C e beta-caroteno (HENEKENS & GAZIANO, 1993).

A vitamina E é um antioxidante lipossolavel que protege as células e os
tecidos contra os efeitos destrutivos dos radicais livres. Existem evidéncias que
a alta ingestdo da vitamina E, em homens, resulta em uma significativa
diminui¢do da incidéncia de eventos coronarianos (GEY & PUSKA, 1989: RIMM
etal, 1993, GEY et al, 1991). JIALAL et al. (1995) relataram que a dose minima
de alfa-tocoferol, principal membro da familia da vitamina E, necessaria para
reduzir, significativamente, a susceptibilidade de oxidagdo da LDL humana, é de
400 U.1. por dia.

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a diminui¢édo do colesterol
plasmético, através do uso de drogas hipocolesterolémicas, reduz também a
incidéncia de doencas coronarias (COBBE & SHEPHERD, 1993: HUNNIGHAKE
et al., 1990). As drogas hipocolesterolémicas mais efetivas sdo denominadas
estatinas. Sdo substancias derivadas de microorganismos, as quais interferem
eficazmente na sintese celular de colesterol por inibigdo competitiva com a
enzima hidroxi-metil-glutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase). As
estatinas reduzem a hipercolesterolemia por induzirem a formacao de receptores
hepaticos que captam as LDL do plasma e por diminuirem a sintese de VLDL.
Esta dltima explica o efeito parcial na queda da trigliceridemia (QUINTAO,
1994). As estatinas de uso mais freqlente no mercado sao a Pravastatina e a
Sinvastatina.

Os resultados das pesquisas sobre o uso de drogas hipocolesterolémicas
€ 0 uso de antioxidantes confirmam que a redugcdo do colesterol e da

peroxidagao lipidica influem na diminuigdo de eventos coronarianos (KANNEL et



al., 1979: GRUNDY, 1988; REIHNER et al, 1990; RIEMERSMA et al., 1991,
GEY et al., 1991). Estes estudos abrem um amplo campo de investigacdo no
sentido de verificar o mecanismo de agdo das substancias antioxidantes,
administradas isoladamente ou em associagdo com drogas prevalentemente
hipocolesterolémicas. Mas um outro assunto ainda ndo estudado, refere-se ao
tempo de acdo das substancias antioxidantes sobre o perfil lipidico plasmatico e
a protecéo na peroxidagao lipidica. Este tema tem importancia, considerando a
velocidade do efeito protetor do antioxidante para evitar a oxidagdo da LDL,
modificacdo responsavel por graves consequéncias fisiolégicas como o
desenvolvimento da lesdo aterosclerética na parede arterial. Estudos isolados
mostram que a combinagdo de antioxidantes com drogas redutoras de colesterol
pode reduzir a incidéncia de processos coronarios adversos (ANDERSON et al.,
1995).

O presente estudo foi conduzido para determinar o efeito e o tempo de
acdo com que a vitamina E administrada de forma isolada ou em associagao
com as drogas hipocolesterolémicas atua sobre o colesterol total, as
lipoproteinas e os triacilglicerdis plasmaticos e ainda sobre a peroxidagao e a
composicdo da LDL nativa e a oxidada in vitro. Para tal, foi utilizado o modelo

experimental de hipercolesterolemia induzida em coelhos.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 METABOLISMO DAS LIPOPROTEINAS PLASMATICAS

Os principais lipidios do organismo sao: esterdis, triacilglicerois.
fosfolipidios e acidos graxos, moléculas insoltveis ou parcialmente soluveis no
meio aquoso plasmatico, que devem ser transportadas na forma de complexas
estruturas de tamanho e densidade varidveis as chamadas lipoproteinas. As
lipoproteinas contém um nucleo hidrofébico onde concentram-se ésteres de
colesterol e triacilgliceréis, envolvidas por uma camada de fosfolipidios,
colesterol livre e proteinas denominadas apolipoproteinas (apo), as quais
mantém a sua estabilidade e solubilidade. As apolipoproteinas séo classificadas
em quatro grupos principais designadas pelas letras A, B, C e E. Elas sao
importantes para a solubilizag&o dos lipidios bem como para a regulagdo do seu
metabolismo, atuando como cofatores de enzimas e mediando a interagdo das
lipoproteinas com receptores celulares, responsaveis pela remogido das
particulas do plasma (BROWN, et al. 1981). Diferem entre si sob varios
aspectos: peso molecular, solubilidade em meio aquoso, atividade biologica e

reconhecimento por receptor.

As lipoproteinas apresentam no plasma amplo espectro de tamanho,
densidade e carga elétrica. Assim, podemos identifica-las em 5 principais
classes, além de varias subfragbes, de acordo com a suas densidades:
quilomicrons (QM), com densidade menor que 0,95 g/ml; lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDL), com densidade menor do que 1,006 g/ml; lipoproteinas
de densidade intermediaria (IDL), com densidade entre 1,006 e 1,019 g/mi;
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), com densidade entre 1,019 e 1,063 g/ml
e as lipoproteinas de alta densidade (HDL), com densidade entre 1,063 e 1,210
g/ml (GOTTO et al., 1986).



Os quilomicrons e as VLDL constituem-se principaimente de
triacilglicerdis (84% e 55%) e pequenas porcentagens de colesterol (7% e 20%),
fosfolipidios (7% e 18%) e apolipoproteinas (2% e 8%). As IDL, remanescentes
das VLDL, possuem aproximadamente 33% de triacilglicerdis e 33% de
colesterol. As LDL sdo constituidas principalmente de colesterol (48%) sendo
38% em ésteres de colesterol. As HDL contém em torno de 50% de proteinas,
25% de fosfolipidios, 20% de colesterol e apenas tragos de triacilglicerois
(MILLS & LANE, 1984).

Cada lipoproteina apresenta determinada apolipoproteina. A
apolipoproteina A-l (apo A-l) é o principal componente das HDL. estando
presente também nos QM, VLDL e seus remanescentes, mas ndo é encontrada
nas LDL. E sintetizada no figado e intestino e sofre alteragdes intracelulares
antes de atingir o plasma (GORDON et al., 1982). A apo A-l ativa a enzima
lecitina-colesterol-aciltransferase (LCAT) que é responsavel pela esterificagao
do colesterol no plasma (KOSTNER et al., 1987). A apo A-Il e a apo A-IV sédo
encontradas na HDL, mas em menores concentragées que a apo A-l e sua
fungao é ainda pouco conhecida (BERWEVER et al., 1988).

A apo B esta presente nos QM, VLDL, IDL e LDL. Existe dois tipos
principais de apo B que se originam de um mesmo gene; a apo B-100, de 512
KDa de peso molecular, que é sintetizada no figado e esta presente nas LDL,
VLDL e IDL, e a apo B-48 (241 KDa de peso molecular), que é sintetizada
somente no intestino e esta presente nos QM e seus remanescentes (KANE,
1983). A apo B-48 compreende a por¢ao aminoterminal da apo B-100. Sua
biossintese no intestino é regulada pela troca de um unico nucleotidio do cddon
2353 do mRNA que codifica a apo B. Essa mudanga promove a substituigdo do
cédon CAA, que corresponde ao aminoacido glutamina pelo cédon UAA que
termina a tradugao (HIGUCHI et al., 1988).

A apo C apresenta varias subclasses (C-I, C-ll, C-lil) que estdo presentes

na superficie de QM, VLDL e HDL e deslocam-se faciimente entre as



lipoproteinas. A apo C-I ativa a LCAT, enquanto que a apo C-ll é ativadora da
lipoproteina lipase. A apo C-IlIl tem papel antagonista ao da apo C-II, sendo sua

principal agéo a de inibir a lipoproteina lipase (SCHAEFFER et al., 1985).

A apo E tem varias isoformas, resultantes da expressao de trés genes
alelos possibilitando identificar trés fendtipos homozigéticos: E 4/4, E 3/3, E 2/2
e trés heterozigdticos: E 4/3, 4/2 E 3/2. Nos hepatécitos ha dois tipos de
receptores que reconhecem a apo E: o receptor B/E (denominado receptor da
LDL) que capta as lipoproteinas contendo apo B-100 e apo E e o receptor E
(denominado LRP-LDL Receptor Related Protein) que reconhece somente a apo
E das lipoproteinas. Dessa forma, toda lipoproteina contendo apo E tem duas
vias de entrada no hepatécito (DRISCOL| & GETS, 1984).

2.1.1 METABOLISMO DE QUILOMICRONS

O transporte de gordura de origem alimentar (triacilgliceréis e colesterol)
é feito pelos quilomicrons. Estas particulas, compostas principalmente por
triacilglicerdis, sio sintetizadas no reticulo endoplasmatico das células da
mucosa intestinal e migram para o complexo de Golgi para serem
posteriormente liberadas por exocitose na linfa mesentérica (HAVEL &
HAMILTON, 1988). Os quilomicrons sio transportados via ducto toracico até a
circulagéo sistémica. onde ocorrem trocas de apolipoproteinas e lipidios com
HDL. A apo A é transferida dos quilomicrons para HDL, enquanto que apo E e
apo C da HDL para os quilomicrons.

O metabolismo dessas particulas ocorre em duas etapas. Na primeira, os
triacilgliceréis dos quilomicrons sdo removidos da circulagdo, a medida que
passam pelos capilares dos tecidos periféricos, através da agdo lipolitica da
enzima lipoproteina lipase, cujo cofator é a apo C-ll. A enzima lipoproteina
lipase, aderida a superficie endotelial dos vasos sanguineos, é responsavel pela

hidrdlise dos triacilglicerois, liberando acidos graxos livres, os quais se ligam a



albumina plasmética para serem distribuidos aos tecidos adiposo, hepatico e
muscular (SCOW et al., 1980). A utilizagdo dos acidos graxos depende da

atividade fisica, como também da competicdo com a glicose do plasma.

A perda do volume dos quilomicrons, decorrente da hidrélise dos
triacilglicerdis (mais de 95 %), promove um rearranjo dos componentes da
lipoproteina, favorecendo a incorporagéo de apo E e, a0 mesmo tempo, a saida
de fosfolipidios, colesterol livre e apolipoproteinas C e A, que podem retornar a
HDL (EISENBERG, 1984).

A segunda etapa do metabolismo compreende captagdo e degradacao
hepatica dos quilomicrons remanescentes (com teor de colesterol relativamente
enriquecidos). A ligacdo entre a particula remanescente e seu local de remocgao
no hepatécito é dependente da interagdo entre apo E e o receptor celular
especifico, denominado receptor de particulas remanescentes ou receptor E,
como também da presenca da lipoproteina lipase na particula. A apo B-48 tem
apenas fungédo estrutural na particula remanescente, ndo sendo reconhecida
pelos receptores (HAVEL, 1986).

2.1.2 METABOLISMO DAS VLDL

A produgdo de gordura endogena de triacilglicerois é feita pelo figado e
liberada na corrente sanguinea através da VLDL. Os triacilglicerdis sao
formados a partir da esterificagdo do glicerol por acidos graxos captados
principalmente da corrente sanguinea, ou sintetizados no proprio 6rgao ou,
ainda, do colesterol proveniente da captagdo de lipoproteinas. Os mesmos
se associam a apo B-100, produzida no hepatdcito, formando-se assim a VLDL,
no reticulo endoplasmatico. A disponibilidade de triacilgliceréis sintetizados
determina o tamanho da VLDL, fato que pode ter papel importante no processo
de aterogénese. O catabolismo inicial da VLDL depende da lipoproteina lipase

hepatica para ser convertida em IDL ou VLDL remanescente, as quais, na
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circulagdo serdo convertidas em LDL, persistindo no plasma de 2 a 3 dias
(MYANT, 1990).

No jejum, os triacilgliceréis transportados no plasma provém quase
exclusivamente da sintese hepatica de VLDL, a partir do aporte de acidos
graxos livres do plasma. A principal fonte fisiolégica de acidos graxos livres € a
hidrolise de triacilglicerdis no tecido adiposo, uma vez que ndo existem
quilomicrons no plasma nesta fase. No plasma, as apo A, apo C e apo E,
provenientes da HDL. s&o transferidas para a VLDL , regulando as etapas de
metabolizacdo pelo figado, que se assemelham aquelas descritas para 0s
quilomicrons (GOTTO et al., 1986).

A conversdo das VLDL em particulas mais densas é consequéncia da
hidrélise dos triacilgliceréis mediada pela enzima lipoproteina lipase. Em
condigdes normais, uma parte dos remanescentes, denominadas IDL é removida
rapidamente pelo figado, através do receptor B-E, ou receptor de LDL. No
entanto, a maior parte de IDL continua em circulagdo, perdendo triacilglicerois e
fosfolipidios, até a completa transformagdo em LDL, que é constituida por
fosfolipidios, colesterol livre, colesterol esterificado e apo B-100. Essas
particulas sdo também removidas do plasma pelo receptores B-E (MYANT,
1990).

2.1.3 METABOLISMO DAS LDL

A LDL transporta 70% do colesterol circulante no plasma. A LDL é
catabolizada por dois mecanismos, sendo o mais entendido aquele que depende
da interacdo com receptores especificos para LDL, o que é regulado pela
necessidade celular (BROWN & GOLDSTEIN, 1986). A LDL é reconhecida por
receptores B/E, que identificam a apo B, mas que tém alta afinidade pelas apo E,

também presentes na LDL. O outro mecanismo é através dos receptores



sequestrantes (scavenger receptors) dos macréfagos que permitem a
acumulagéo de colesterol como ésteres de colesterol (COBBE & SHEPHERD,
1993).

O receptor B-E. descrito por BROWN & GOLDSTEIN (1986), contém
aproximadamente 820 aminoéacidos e varios dominios e cada um possui uma
unica fungdo. O primeiro dominio, que possui 292 aminoéacidos, é o local de
ligagdo de LDL e esta localizado na parte externa da membrana celular. Este
dominio tem varias séries de 40 aminodacidos repetidas, o que permite a ligacdo
de mais de uma apolipoproteina ao mesmo tempo. O segundo dominio, que
contém cerca de 400 aminoacidos, € homdlogo ao fator de crescimento
epidermico e a sua fungdo nao é conhecida. O terceiro dominio consiste de 58
aminodcidos e esta ligado a residuos de carboidratos. O segmento seguinte tem
22 aminoacidos e se localiza na membrana celular. O Gltimo dominio, com 50
aminoacidos, localiza-se no citoplasma e tem papel importante na fixagdo do
receptor em regido especifica da membrana, denominada cavidade revestida
(coated pit).

A LDL ligada ao receptor é envolvida pela membrana celular, formando
uma vesicula endocitica. A alteragdo no pH dentro da vesicula provoca o
desligamento da LDL do receptor e este retorna para a superficie celular. Em
seguida, os lisossomos degradam os componentes da lipoproteina (GOTTO,
1987).

A quantidade de receptores B/E sintetizados é regulada pelo conteudo de
colesterol celular. O colesterol age no nucleo da célula ligando-se a proteina
que suprime a atividade do gene responsavel pela sintese do receptor de LDL
(BROWN & GOLDSTEIN, 1986). Quando o colesterol celular aumenta, o nimero
de receptores produzidos diminui, enquanto que a redugdo do colesterol provoca
aumento na sintese desses receptores. Esta regulagdo determina o controle
rigido do conteudo celular de colesterol e a protege do efeito lesivo do excesso

deste. O aumento de colesterol celular provoca, também, estimulo na atividade



da enzima acil colesteril acil transferase (ACAT), que esterifica o colesterol livre
utilizando acido graxo. O colesterol esterificado € armazenado na célula como
goticulas ou é incorporado a VLDL no figado e secretado para o plasma. Além
disso, ha diminuicdo na atividade da enzima hidroxi-metil-glutaril coenzima A
redutase (HMGCoA redutase) que € a enzima chave da sintese do colesterol
(BROWN & GOLDSTEIN, 1986).

2.1.4 METABOLISMO DAS HDL

O transporte reverso de colesterol € o processo pelo qual o colesterol
retorna dos tecidos periféricos para o figado, no sentido de ser excretado pela
via biliar ou mesmo ser utilizado novamente. Neste processo, ao contrario da
LDL, a qual esta associada a um aumento do risco de aterosclerose, a HDL
desempenha um papel protetor removendo o colesterol da superficie dos tecidos
e transferindo-o para QM, VLDL e LDL, através da agéo da enzima LCAT
(lecitina-colesterol-acil transferase) e a CETP (proteina de transferéncia de

colesterol esterificado).

A enzima LCAT, cujo cofator € a apolipoproteina A-l, esterifica o
colesterol livre presente na superficie da HDL com os acidos graxos dos
fosfolipidios. A agdo da LCAT permite que a HDL possa progressivamente
receber mais colesterol livre e fosfolipidios de outras lipoproteinas ou mesmo de
membranas celulares. Assim, a HDL vai aumentando de volume e diminuindo de
densidade, o que caracteriza a transformagdo de HDL; em HDL,. A HDL,
reconverte-se em HDL; pela remogao do colesterol esterificado no figado ou
pela transferéncia do mesmo para as lipoproteinas ricas em triacilglicerdis,
através da proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP). Dessa
forma considera-se retorno direto, a remogao pelo figado do colesterol
esterificado ligado a HDL e indireto aquele transferido a VLDL, LDL e QM
(EISENBERG, 1984; QUINTAQO, 1992; COBBE & SHEPHERD, 1993; GOTTO,
1987).
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2.2 LESAO ATEROSCLEROTICA E LDL OXIDADA

A lesado aterosclerética inicial é caracterizada pelo acimulo de células
sobrecarregadas com colesterol esterificado denominadas células espumosas
(foam cells), subjacentes ao endotélio arterial. O colesterol que se acumula
origina-se primariamente das lipoproteinas plasmaticas, principalmente da LDL
(NEWMAN et al., 1962). As células espumosas sdo derivadas de mondcitos
circulantes que se transformam em macréfagos residentes. Estas células ddo a
superficie da intima arterial o aspecto de linhas ou manchas lineares

amareladas (fatty steaks), vistas a simples inspecao macroscopica.

Duas linhas de evidéncias sugerem, fortemente, que a geragao das
células espumosas, que ocorre in vivo decorrente do excesso de LDL na
circulagéo, seja um processo independente dos receptores normais de LDL,

encontrados em todos os tecidos:

- Pacientes e animais com deficiéncia genética de receptores de LDL,
desenvolvem a lesdo aterosclerética rica em células espumosas. Portanto, a
captacao arterial de LDL se da por vias alternativas, que foram denominadas por
BROWN e GOLDSTEIN (1983) de “scavenger pathways” .

- Mondcitos e macréfagos em cultura, quando incubados com grandes
concentragbes de LDL. ndo se transformam em células espumosas. I1sso ocorre
porque os macrofagos expressam poucos receptores para LDL e também porque
a sintese desses receptores & inibida por altas concentragdes de LDL no meio
(retroalimentagdo negativa). Diante dessas evidéncias, postulou-se que as LDL
circulantes sofreriam algum tipo de transformagao e que essa forma modificada
de LDL seria removida pela célula para gerar células espumosas (BROWN &
GOLDSTEIN, 1983).

Um dos eventos mais precoces na aterosclerose é a oxidagdo da LDL

causada pelos radicais livres produzidos nas células endoteliais, mondcitos e



macréfagos na intima arterial. A oxidagdo da LDL é um processo extremamente
complexo que afeta essencialmente todos os componentes da particula, a
peroxidagdo dos 4&cidos graxos polinsaturados, a formagdo de dienos
conjugados, a fragmentacdo dos acidos graxos oxidados formando produtos com
grande variagdo de peso molecular (aldeidos, alcoois, cetonas e alcanos), a
fragmentagdo da cadeia polipeptidica de apo B, a oxidagdo do colesterol
(oxiesterdis), a conjugacdo dos produtos de degradacéo lipidica com os epsilon-
amino grupos dos residuos de lisina, perda dos sitios reconhecidos pelo
receptor de LDL e geracdo de nova configuragdo reconhecida pelo receptor
'scavenger” (STEINBRECHER et al., 1984; DAVIDSON, 1993: SCHWARTZ et
al., 1993; PARTHASARATHY et al, 1985). Este processo ¢ inibido pelos
agentes antioxidantes (HALLIWELL & CHIRICO, 1993: MASANA et al., 1991) e
recentes evidéncias sugerem que a HDL pode evitar as alteragdes oxidativas da
LDL (PARTHASARATHY et al., 1990). O processo de oxidagdo da LDL in vivo
deve ocorrer em compartimento extravascular e em microambientes protegidos
dos antioxidantes naturais. A LDL também pode ser oxidada in vitro , pela
incubag@o em cultura de células ou com ions de metais de transicao, tais como
cobre e ferro (PARTHASARATHY et al., 1990).

As lipoproteinas movimentam-se continuamente na parede das artérias,
sendo que algumas particulas permanecem no intersticio por mais tempo e ficam
submetidas a maior grau de oxidagdo, devido a condigbes geradas pelas
células, favorecendo a oxidagdo ou diminuindo a defesa antioxidante. E
possivel, também, que alguns metais ligados a complexos moleculares ou
mesmo livres catalisem essa oxidagéo (HALLIWELL, 1995). Portanto, o aumento
dos niveis de LDL plasmatica, levam ao aumento de LDL na intima arterial,
favorecendo a acao de radicais livres e, consequentemente, ao aumento da LDL
oxidada (RAINES & ROSS, 1993; AVIRAM, 1993).

Em animais normocolesterolémicos, os mondcitos ocasionalmente
atravessam o endotélio vascular, mas, na hipercolesterolemia, principalmente
na fase inicial do desenvolvimento da lesdo, ha um maior recrutamento de

monocitos nas dreas propensas a lesio. Apds a entrada dos monécitos na



intima arterial. estes sofrem ativagéo e diferenciagao celular, transformando-se
em macrofagos residentes, processo que esta associado com as mudangas das
suas fungbes. Os macréfagos geram uma variedade de substancias, como as
espécies reativas de oxigénio, radicais livres e enzimas, incluindo proteases e
lipases (YIA-HERTTUALA et al., 1989; WITZUM, 1993).

O recrutamento de mondcitos &€ um processo que envolve varios
mecanismos: o contato com o endotélio, que esta relacionado com moléculas
adesivas produzidas por este, como as ELAMs (moléculas endoteliais adesivas
para leucdcitos), citocinas como a interleucina 1-p (fator estimulante da
colonizacdo de mondcitos) e fatores hemodinamicos locais como fluxo
sanguineo, ramificagbes arteriais, e areas de curvatura (HANSSON, 1993).
Outro mecanismo envolvido com a migragdo de monacitos transendotelial €
dirigido pelas substancias quimiotaticas como a MCP-1 (proteina-1 quimiotatica
para mondcitos), além de peptidios sintetizados pelas células endoteliais e
musculares lisas quando sdo estimuladas pelas LDL oxidadas (SCHWARTZ et
al., 1993).

Os produtos da oxidagédo de LDL s&o quimiotaticos para os monocitos,
inibidores da migracdo dos macrofagos, alteram a expressao genética das
células arteriais, estimulam o crescimento e proliferacéo de células musculares,
levando ao espessamento do ateroma. A LDL oxidada estimula a sintese de
MCP-1 e da interleucina 1-B, além de ter efeito citotdxico, que pode ser
extremamente importante na progressdo da lesao aterosclerotica, como a
necrose das células espumosas (ESTERBAUER et al., 1991; ESTERBAUER,
1993: FARUQUI & DICORLETO, 1993). A LDL oxidada inibe a liberagao do fator
de relaxamento derivado do endotélio (EDRF) que prejudica o vasorelaxamento
e provoca agregagao de plaquetas. Por outro lado, anticorpos que reconhecem a
LDL oxidada, mas ndo a LDL nativa foram encontrados no plasma de pacientes
com aterosclerose avangada de cardtida, (LIU et al., 1994 HANSSON, 1993;
SALONEN et al., 1992).

O reconhecimento de LDL oxidada pelos receptores de macrofagos

poderia ser resultado da derivagdo dos residuos de lisina da apolipoproteina B
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(Apo B), pelos produtos da peroxidagdo, que ocasionam mudangas na
conformagdo e fragmentagdo da apo B (STEINBRECHER et al, 1987,
GREENSPAM et al., 1995).

Varios fatores determinam a susceptibilidade da LDL as modificagdes
oxidativas. Os compostos exdgenos que promovem a formagéo de radicais
livres, como por exemplo, fumo, hiperoxia e toxinas; a quantidade de LDL
infiltrada no espaco subendotelial (que depende da concentragéo plasmatica de
LDL); a quantidade de &cidos graxos polinsaturados na LDL; o estimulo que
aumenta o recrutamento de mondcitos na intima e sua conversao a macréfagos
e o balango entre compostos pro e antioxidantes no espago subendotelial
(WITZTUM, 1993; SHIREMAN, 1996). O &cido linoléico € o mais abundante,
tanto nos fosfolipidios da superficie quanto no colesteril-éster e triacilglicerdis do
nucleo das lipoproteinas. Dietas ricas em gorduras polinsaturadas sao
consideradas hipocolesteroléemicas (GRUNDY & DENKE, 1990), porém
provocam a formagdo de lipoproteinas mais ricas em &cidos graxos
polinsaturados, que seriam mais susceptiveis a peroxidagado e, em principio,
mais aterogénicas. Substancias antioxidantes, entre elas a vitamina E, podem
evitar a oxidacdo dessas lipoproteinas (ESTERBAUER et al, 1987,
PARTHASARATHY et al., 1990; FREI & GAZIANO, 1993; FREI, 1995).

Embora seja o plasma rico em substancias antioxidantes, acredita-se que
existam formas oxidadas de lipoproteinas neste compartimento. Isto deve-se ao
isolamento de uma pequena subfragdo de LDL no plasma de seres humanos e
primatas, chamada LDL com caracteristicas comuns a LDL oxidada in vitro
(AVOGARO et al., 1988; HODIS et al., 1994). Nos primatas essas caracteristicas
sdo aumento de carga negativa, da quantidade de Oxidos de colesterol e da
toxicidade em cultura de células em relagdo a LDL nativa. Nos primatas
hipercolesterolémicos e normolipidémicos a subfragdo LDL  representa
aproximadamente 5% da LDL total. No entanto, 50% do colesterol da LDL" esta
oxidada, o que nao ocorre com o colesterol da LDL nativa. Também foi

encontrado aumento de produtos de oxidagdo de lipidios no plasma de
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pacientes com alto risco de infarto do miocardio (STRINGER et al., 1989; LIU et
al., 1992).

DE GRAAF (1991) e TRIBBLE et al. (1995), estudando diversas
subclasses de LDL, identificadas por ultracentrifugagdo e por eletroforese,
relacionaram a maior quantidade de LDL pequena e mais densa com o maior
risco de doenga coronaria aterosclerética, independente da idade, sexo e peso.
A concentragdo de HDL e de triacilgliceréis também foi relacionada a presencga
de LDL pequena e mais densa. Todavia, ndo esta esclarecido se essas
particulas mais densas sao propriamente mais aterogénicas ou sé&o

simplesmente marcadores de um perfil aterogénico (TRIBBLE, 1995).

2.3 ANTIOXIDANTES

O sistema de defesa antioxidante do organismo protege as células dos
efeitos danosos dos radicais livres, evitando a peroxidagdo dos acidos graxos
polinsaturados (HALLIWELL, 1991). Este sistema consiste de enzimas
antioxidantes como a superoxido dismutase, a glutationa peroxidase, a catalase;
e de micronutrientes que incluem os minerais como selénio, cobre, zinco,
manganés e as vitaminas E, C, A e o beta-caroteno (DIPLOCK, 1991;
HENNEKENS & GAZIANO, 1993; ABBEY et al., 1993). A primeira linha de
defesa natural s&o as metaloproteinas superdxidos dismutases (SOD),
citoplasmatica (contendo cobre e zinco) e mitocondrial (contendo manganés),
que atuam acelerando a velocidade de dismutagédo do radical superéxido (BAST
et al.,, 1991). A catalase localiza-se nos peroxisomas sendo uma enzima que
catalisa a decomposigéo do peroéxido de hidrogénio. Outra enzima citoplasmética
que também é capaz de destruir o perdxido de hidrogénio por um mecanismo
diferente é a glutationa peroxidase (GPO), cujo cofator é selénio (JIALAL &
FULLER, 1993).
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2.3.1 VITAMINAE

A vitamina E € o nome coletivo para agrupar os tocoferbis e os
tocotriendis, encontrados nos vegetais, especialmente em Oleos. Estes
compostos apresentam um anel cromanol, com substituicbes de grupos metila,
que determina o tipo de isdmero (a, B, y, §) € uma cadeia de fitilo que, no caso
dos tocoferois, € saturada e dos tocotriendis apresenta trés ligagoes

insaturadas.

Existem oito formas de tocoferois, sendo que o estereocisdbmero a-tocoferol
€ o mais abundante. Inicialmente, foi conhecido como a forma d-tocoferol e
agora é referido como RRR-a-tocoferol (2R, 4'R, 8'R). Esta forma € a mais ativa

que a mistura dos racematos (all-rac-a-tocoferol).

Em humanos e animais, o alfa-tocoferol distribui-se entre todas as
lipoproteinas com maior proporgéo na LDL e na HDL (WILLIAMS et al., 1992).
Incorporadas aos quilomicrons na circulagdo, as varias formas de vitamina E, em
proporgoes relativa a sua abundancia na dieta, podem ser transferidas as HDL e
LDL. Quando os quilomicrons s@o capturados pelo figado, uma proteina
hepatica, preferencialmente transfere a forma a- tocoferol a VLDL-nascente
(TRABER & KAYDEN, 1989), que serda, posteriormente convertida em LDL.
Existem, em média, sete moléculas de vitamina E por particula de LDL
(PACKER, 1995).

O papel primario da vitamina E é interferir com a cadeia de propagagéo
dos radicais livres, na fase inicial da peroxidagdo lipidica (MACHLIN, 1987;
HENNEKENS & GAZIANO, 1993). A vitamina E doa seu hidrogénio aos radicais

peroxilos, evitando assim a propagacao.

Outras fungbes bioldgicas da vitamina E compreendem a) regulacédo da
sintese da proteina xantina oxidase, que em caso de deficiéncia em animais, os

niveis desta enzima estdo aumentados, sugerindo que ha maior producéo de
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ions superoxidos; b) modulagdo do metabolismo de xenobibticos, através da
inibicdo ou ativagao das enzimas localizadas nos microssomas, ¢) regulagao da
proliferagao celular e d) formagao de prostaglandinas, envolvidas na regulagao
da resposta imune (NIKI et al., 1989). Ainda ndo se conhece se estas fungbes
séo independentes da atividade antioxidante da vitamina E. CHOW (1991)
relatou que as membranas celulares constituem o sitio primario de dano em
caso de deficiéncia de vitamina E, sugerindo que a vitamina E participa na

estabilidade da membrana.

A atividade antioxidante e biolégica das varias formas da vitamina E nao
sdo idénticas, sendo que o a-tocoferol apresenta a maior atividade antioxidante,
enquanto que o §-tocoferol somente tem 50% da atividade antioxidante, apesar
de ser a principal forma na dieta humana (KAYDEN & TRABER, 1993).

Nos dultimos anos tem sido pesquisado o conceito de que certos
antioxidantes podem atuar como antiaterogénicos. GEY et al. (1991) e GEY &
PUSKA (1989) observaram uma correlagdo inversa, fortemente significativa,
entre a mortalidade por isquemia miocardiaca e os niveis plasmaticos de
vitamina E, em um estudo que representou 16 populagbes européias com

diferente incidéncia da doenga.

RIEMERSMA et al. (1991) relataram que a angina de peito, o indicador
clinico da doenga isquemica cardiovascular, esta associada com a diminuigao
das concentragbes plasmaticas de vitamina E, C e beta-caroteno. Por outro lado,
DIEBER-ROTHENEDER et al. (1991), JIALAL & GRUNDY (1992) e JIALAL &
FULLER (1993) relataram que a suplementagao de vitamina E aumenta a
resisténcia da LDL a oxidar-se, enquanto que ESTERBAUER et al. (1991),
verificaram que a resisténcia a oxidagédo da LDL proveniente de doadores
normais, nao esta relacionada ao conteudo de a-tocoferol, concluindo que o «a-
tocoferol &€ importante, mas ndo o unico que determina a resisténcia da LDL a

oxidacgao.

KILLION et al. (1996) observaram que ocorre alteragdo do metabolismo

da vitamina E nos tecidos de individuos com varias manifestagbes de
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aterosclerose. WILLIAMS et al. (1992) administraram vitamina E a coelhos
hipercolesterolémicos e observaram inibigdo do desenvolvimento das lesoes
iniciais. Os estudos de BYERS (1993) indicaram que existe uma relagao inversa
entre o suplemento de vitamina E e a doenga cardiocoronaria. A suplementagéo
de vitamina E tem um efeito protetor contra esta doenga, sendo que, geralmente,

a suplementagao é 40 a 50 vezes maior que os niveis da dieta.

2.3.2 BETA-CAROTENO

O beta-caroteno, membro da familia de pigmentos vegetais carotendides,
€ precursor da vitamina A. Esta acumula-se em elevadas concentragdes nas
membranas de certos tecidos. E transportado predominantemente pelas
lipoproteinas. O beta-caroteno atua como um varredor eficaz do oxigénio
singlete servindo como antioxidante lipossoluvel adicional. Ja a vitamina A tem
pouca capacidade de sequestrar radicais livres ( JIALAL & FULLER, 1993; FREI,
1995).

ESTERBAUER et al. (1989) e JILAL & FULLER (1993) observaram que o
beta-caroteno inibe a modificagdo oxidativa in vitro da LDL. Por outro lado,
estudos epidemioldgicos demostraram que existe uma inversa correlagéo entre

as concentragdes plasmaticas de beta-caroteno e as doengas cardiovasculares
(DUELL, 1996).

THOMAS (1995) relatou que o beta-caroteno € um potente antioxidante
em baixas pressGes de oxigénio, sugerindo que o0 beta-caroteno e outros
carotendides devem estar concentrados nas regides celulares expostas a baixa

pressao de oxigénio.
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2.3.3 VITAMINAC

A vitamina C (acido ascérbico) € um antioxidante hidrofilico que reage
com os radicais superdxidos, hidroxilos e oxigénio singlete (FREI, 1991). A
vitamina C regenera a vitamina E de sua forma alfa-tocoferoxil. Os estudos
epidemiologicos sugerem que baixos niveis plasmaticos de acido ascoérbico
estdo correlacionados com a maior incidéncia da aterosclerose (JIALAL &
FULLER, 1993, MOREL et al., 1994).

O acido ascorbico na presenga de metais de transicdo pode provocar a
formacgéo de radicais livres, mas esta evidéncia ndo tem sido reportado in vivo
(MACHLIN & BENDICH, 1987).

JIALAL et al. (1990) encontraram que a vitamina C inibe a oxidacdo da
LDL, quando incubada em cultura de macréfagos ou com ions de cobre, e 0s
estudos com animais de experimentagéo tém demonstrado que a suplementagao
de vitamina C diminui a aterosclerose (DUELL, 1996).

Estudos epidemiolégicos em humanos tem relatado uma inversa relagéo
entre a suplementagdo de vitamina C e a mortalidade por doenga coronaria
(DUELL, 1996).

2.4 DROGAS HIPOCOLESTEROLEMICAS

Na redugdo da hipercolesterolemia, usam-se diversas drogas com
mecanismo de ag&o distinta, interferindo na velocidade de produgéo, na captura
pelos tecidos e na composicdo das lipoproteinas. As estatinas tém causado
revolugdo no tratamento da hipercolesterolemia devido ao seu potencial na
prevengao de doenga vascular aterosclerética. Estas drogas sdo inibidoras de 3-

hidroxi-3-metil-glutaril Coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), levando a
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diminuigdo da velocidade de sintese de colesterol e consequentemente da
hipercolesterolemia (ILLINGWORTH, 1988: QUINTAO, 1994).

A estrutura molecular das estatinas assemelha-se a HMG-CoA, que é
transformado em &acido mevaldnico, precursor da biossintese do colesterol. Ao
competir com o sitio ativo da enzima HMG-CoA redutase, a produgdo do acido
mevaldnico € bloqueada. Transitoriamente, diminui a sintese de colesterol,
levando a desinibigdo da produgdo de RNA mensageiro da enzima, cujo nivel
celular aumenta. Cria-se um novo estado de equilibrio. no qual a produgéo de
colesterol fica normal ou discretamente diminuida, porém a custa de elevado
nivel da enzima. Esta regulagdo genomica estd acoplada ao aumento de
producéo de receptores chamados B-E, de alta afinidade, responsaveis pelo
reconhecimento de LDL e VLDL nos hepatécitos. Consequentemente, ocorre o
aumento do catabolismo destas lipoproteinas, diminuindo sua concentragdo no
plasma (REIHNER et al., 1990).

As estatinas; a sinvastatina e a pravastatina, diferem no fato da primeira
estar na forma lactona, lipofilica, precisando ser convertida, no organismo, para
forma acida para ser ativa, enquanto que a segunda ja4 se encontra na forma
ativa.

Poucos estudos tém sido realizados comparando a eficiéncia das
estatinas entre si. As redugdes médias da hipercolesterolemia sdo de 23 € 16 %
para sinvastatina e pravastatina, em dose de 10 mg/dia. e de 35 e 25 % em dose
de 25 mg/dia, respectivamente (GRUNDY, 1988)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

O colesterol ultrapuro foi obtido de Amresco, Solon, Ohio, EUA; 0 1,1,3,3
tetrametoxipropano (T1642) e a albumina sérica de bovino, fragdo V, foram
obtidos de Sigma Chemical Company (St. Degussa, Divisdo Labofarma SP).

Os kits enzimaticos para a determinagdo de colesterol CHOD-PAP
(1497448) e o reativo precipitante para separar HDL (543004) foram adquiridos
do Laboratério Boehringer Mannheim (Biochemica-Mannheim, Alemanha) e o kit
para determinar fosfolipidios, do laboratério Doles (Goias, Brasil).

O brometo de potassio p.a. (C-07491) e o sulfato cuprico pentahidratado
(C-1843) foram obtidos da Cinética Quimica, (S.P., Brasil) e o 4&cido
tricloroacético (C-446) da Vetec Quimica (S.P., Brasil). O kit enzimatico para
determinar triacilglicéréis (114354.0001), acido 2-tiobarbiturico (8180), sais e

reagentes foram obtidos da Merck (S.P., Brasil).

3.2 METODOS

3.2.1 ANIMAIS E DIETA

Utilizou-se 136 coelhos brancos, mestigos machos da raga New Zealand,
com 16 semanas de idade e com peso de 2.0 + 0.1 kg, fornecidos pela granja
CRIEX (S&o Paulo, Brasil). Os animais foram aleatorizados, colocados em
gaiolas individuais e submetidos a 17 tratamentos com 8 unidades experimentais
para cada grupo.

Os coelhos foram mantidos no biotério do Nucleo de Medicina e Cirurgia
Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas (UNICAMP), com temperatura
controlada entre 20 e 22 °C com periodo de luz de 12 horas.

A dieta foi fornecida em quantidade limitada a 100 g/dia durante 30 dias
para obter a mesma velocidade de crescimento, agua foi fornecida ad-libitum.
Foi usada uma dieta base nao purificada, de formula aberta (Criacoelho, de

Mogiana Alimentos, S.P., Brasil, peletizada, contendo 20% de proteina, 45% de
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carboidrato, 5% de gordura. 16% de fibra e 14 % de cinzas (p/p). As
concentragbes de proteina, lipidios e carboidratos foram verificadas através dos
métodos descritos no AOAC, 1980.

A dieta base foi fornecida ao grupo normocolesterolémico, enquanto que
os outros 16 grupos de coelhos foram submetidos a dieta base com 0,5% de
colesterol. A suplementagéo foi feita dissolvendo 5 g de colesterol em 100 g de
gordura de Babagu (TR Brasil), aquecida e logo misturada com 1 kg da dieta
base, até que os pellets tivessem absorvido completamente os lipidios. Esta
dieta foi preparada semanalmente e armazenada a 4° C. A gordura de Babacu
proporcionou 70, 17 e 13% de acidos graxos saturados, monoinsaturados e

polinsaturados respectivamente.

A concentragdo de colesterol na dieta e a dose usada de vitamina E foram
baseadas nos resultados de TOMIKAWA et al 1982 e KLEINVELD et al. , 1994
respectivamente.

Todos os grupos, exceto os grupos normocolesterolémico e
hipercolesterolémico (HH), foram submetidos aos seguintes tratamentos:

Grupo 1 :Normocolesterolémico (NN)

Grupo 2: Hipercolesterolémico (HH)

Grupo 3: HH +suplementagéo com vitamina E durante 2 dias (E-2)
Grupo 4: HH + suplementagao com vitamina E, durante 4 dias (E-4)
Grupo 5: HH + suplementag&o com vitamina E, durante 6 dias (E-6)
Grupo 6: HH + administragéo de Pravastatina, durante 2 dias (P-2)
Grupo 7: HH + administragao de Pravastatina, durante 4 dias (P-4)
Grupo 8: HH + administragéo de Pravastatina, durante 6 dias (P-6)
Grupo 9; HH + administracéo de Sinvastatina, durante 2 dias (S-2)
Grupo 10: HH + administragdo de Sinvastatina, durante 4 dias (S-4)
Grupo 11: HH + administragéo de Sinvastatina, durante 6 dias (S-6)
Grupo 12: HH + Pravastatina + vitamina E, durante 2 dias (PE-2)
Grupo 13: HH + Pravastatina + vitamina E, durante 4 dias (PE-4)
Grupo 14: HH + Pravastatina + vitamina E, durante 6 dias (PE-6)
Grupo 15: HH + Sinvastatina + vitamina E, durante 2 dias (SE-2)
Grupo 16: HH + Sinvastatina + vitamina E, durante 4 dias (SE-4)
Grupo 17: HH + Sinvastatina + vitamina E, durante 6 dias (SE-6)
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A vitamina E (50 U.l.) e as drogas hipocolesterolémicas, pravastatina (15
mg) e sinvastatina (10 mg), estas dissolvidas em 5 ml de agua, foram
administradas cada manha por intubagdo orogastrica, usando-se uma Sonda
Levine n° 12, durante os 2, 4 e 6 dias, antes do 30° dia do experimento.

A vitamina E, sintética, sob a forma de acetato dl-a-tocofero! (1 U.L
equivalente a 1 mg), foi fornecida pelo laboratério farmacéutico Aché e a
pravastatina sédica (Pravacol) e a sinvastatina (Zocor) foram fornecidas pelos

laboratérios Bristol-Myers-Squibb e Merck-Sharp-Dohme, respectivamente.

3.2.2 COLETA DE SANGUE

Os coelhos, deixados em jejum por 16 horas, foram imobilizados para
extrair o sangue por pungao cardiaca, usando uma seringa de 20 ml com aguiha
40 x 12 mm (18G 1%). O sangue foi coletado em tubos contendo EDTA-
dissddico para obter uma concentragéo final de 1,5 mg/ml (p/v), sendo o EDTA
usado como anticoagulante e antioxidante. O plasma foi separado por
centrifugagdo em centrifuga refrigerada marca Sorvall (Modelo RC5C, Du Pont
Company, Newtown, CT, EUA) a 4°C, por 20 minutos, a 3.000 rp.m. e
imediatamente processado, segundo o esquema de trabalho da Figura 1. Todas

as analises foram feitas em duplicata.

3.2.3 ISOLAMENTO DA LDL

A LDL foi separada do plasma pelo método de ultracentrifugacéo
preparativa sequencial (HAVEL et al., 1955). Uma aliquota de 4,5 ml de plasma
em duplicata, foi colocada em tubos “ Ultra Clear™ ” apropriados para o rotor
50.3 T1 e centrifugada a velocidade de 40.000 r.p.m. (158.000 x g) por 18 horas
a 4°C, na ultracentrifuga Beckman, modelo L 8 (Beckman Instruments Inc., Palo
Alto, CA, EUA). Apés, os tubos foram retirados e mantidos em gelo, removendo
a camada sobrenadante por aspiragdo com pipeta pasteur de ponta fina,
obtendo-se a VLDL (d <1,006 g/ml). A fase inferior foi ajustada a densidade de
1,063 g/ml com a solugdo padrdo de brometo de potassio (d = 1,342 g/ml)
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contendo 153 g de NaCl, 354 g de KBr e 100 mg de EDTA-Na> / litro. Os tubos

foram submetidos a uma segunda centrifugagao a 40.000 r.p.m. por 20 horas, a
4°C. A camada superior contendo LDL (d = 1,006-1,063 g/ml) foi removida e
imediatamente dialisada. As fragdes aspiradas (aproximadamente 1,5 ml) de
VLDL e LDL foram usadas para determinar o conteudo de colesterol total e
expresso em mg/dl de plasma. O protocolo experimental esta representado na
Figura 2.

3.2.4 DIALISE DE LDL

Para remover os sais e o EDTA, a LDL foi dialisada contra o tampéao
fosfato salino 0,02 M, pH 7,4 (contendo NaCl 0,9%, Nap HPO4 0,3%, NaHoP0O4

0,2 % e NaOH 0,038%), a 4° C por 24 horas, com agitagdo suave, utilizando 2
litros de tampao para cada 6 sacos de membrana de didlise de 10.000 daltons,

contendo um volume de 1,5 a 2,0 mi de LDL.

3.2.5 MODIFICAGAO OXIDATIVA DA LDL

A oxidagdo da LDL foi realizada de maneira similar ao método de
PARTHASARATHY et al. (1990), incubando-se 200 nug de proteina de LDL / ml
em tampéao fosfato 10 mM, pH 7,4 com 20 pl de uma solugdo de 1mM de sulfato
de cobre, por 24 horas em banho maria a 37°C com agitagdo, em tubo aberto
para facilitar a troca com o oxigénio atmosférico. A oxidagdo foi interrompida

pelo resfriamento e adigéo de 20 pl de 1 mM de EDTA-Nas

A extensdo da peroxidagé&o lipidica foi medida pela produgado de
substancias reativas com acido tiobarbiturico (TBARS), expressas como
equivalentes de dialdeido maldnico (MDA) por mg de proteina
(PARTHASARATHY et al., 1985). Foi misturada 100 ng de proteina da LDL em
um volume final de 0,5 ml com 1 ml de acido tiobarbitirico (TBA 0,67% em
0,05M Na(OH) e 300 ul de acido tricloroacético (TCA 50%), incubando-se a 100°

C por 30 minutos e logo resfriado em banho de gelo e centrifugado a 2.500
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rp.m. por 15 minutos. A leitura do sobrenadante foi feita a 532 nm, usando
espectrofotometro Beckman DU-70.

A quantificagdo de TBARS foi feita pela comparagao com a curva
padrao (0 - 0,05 mM) de equivaientes de dialdeido maldnico (MDA) gerado pela

hidrélise acida do 1,1,3,3 tetrametoxipropano.

3.2.6 DETERMINAGAO DO COLESTEROL DA HDL

Para a obtencédo da fragdo da HDL, utilizou-se o método de precipitagéo
das lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade, VLDL e LDL, que contém
apo B, segundo o método de LOPEZ-VIRELLA et al. (1977).

A 500 pul de plasma adicionou-se 1 ml do reagente precipitante das
lipoproteinas VLDL e LDL (HDL-colesterol, Boehringer Mannheim), contendo
acido fosfotungstico (0,55 mM) e cloreto de magnésio (25 mM). O plasma foi
agitado em vértex, mantido & temperatura ambiente por 10 minutos e
centrifugando a 2.500 r.p.m. por 20 minutos. O sobrenadante foi aspirado e,

neste, mediu-se o colesterol da HDL.

3.2.7 DETERMINAGAO DO COLESTEROL E TRIACILGLICEROIS
PLASMATICOS

A medida do colesterol plasmatico foi determinada pelo método
enzimatico, usando o kit de colesterol CHOD-PAP (Boehringer-Mannheim), onde
a hidrolise do colesterol e ésteres de colesterol estdo acopladas a uma reagao
de cor, monitorada a 546 nm (WARNICK, 1986). A 10 pl de plasma foi
adicionado 1 ml de reagente, incubando-se a 37 °C por 5 minutos. Uma
concentragao de colesterol de 200 mg/dl foi usada como padrao.

A quantificagdo dos triacilgliceréis foi realizada usando o kit enzimatico
(Merck), onde a hidrélise libera o glicerol que é determinado por uma reagao de
cor, com leitura a 546 nm (WARNICK, 1986). Uma solugdo de glicerol,

correspondente a 200 mg/d! de triacilgliceréis, foi usada como padrao.

41



Para 10 pl de amostra adicionou-se, 1 ml de reagente. incubando-se a 37°C

por 5 minutos.

3.2.8 DETERMINAGAO DA COMPOSIGAO QUIMICA DA LDL

A LDL isolada e dialisada foi caracterizada pelo conteudo de colesterol e
triacilglicerdis, como foi descrito anteriormente para a quantificagdo no plasma.
Também foram determinados fosfolipidios e proteinas. Os fosfolipidios foram
determinados pelo método enzimatico usando o kit enzimatico (Doles), onde a
hidrélise foi associada a uma reagdo de cor, com leitura a 510 nm (WARNICK,
1986).

A concentragdo de proteina na LDL foi determinada pelo método de

LOWRY et al. (1951), usando-se albumina sérica de bovino como padrao.

3.2.9 ANALISE ESTATISTICA

A diferenga do perfil lipidico, da composicéo da LDL e da peroxidagéo
lipidica entre os diversos tratamentos foram avaliadas por anadlise de varianga
(ANOVA), usando o procedimento ‘general linear model” (PROC GLM), do
software Statiscal Analysis System (SAS Institute, Cary NC, EUA), versao 6.08
para computador IBM. O grupo normocolesterolémico, com dieta normal, ndo foi
usado nesta analise.

As comparagbes multiplas foram determinadas pelo teste de Tukey, ao
nivel de probabilidade de 5%. Todos os dados foram expressos como as meédias

e desvio padréo.
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Sangue -
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Colesterol o Isolamento
Total Tr 'ac",g{'cem' HDL-c da LDL
kit s reagente pp Ultracentrifu-
enzimatico enzimatico gagao

Peroxidagao
(TBARS)

Determinagaqg

quimica da
LDL

Figura 1 Esquema Geral de Trabalho. HDL=lipoproteina de alta densidade,
LDL=lipoproteina de baixa densidade, pp=precipitante, TBARS=substancias
reativas com acido tiobarbiturico.
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Camada superior
VLDL d < 1,006 g/ml|

Camada inferior
ajustar d=1,063 com KBr
|

40.000r.p.m. x20ha4°C
Ultra Beckman L-8

Camada inferior
HDL + proteinas

Camada superior

LDL d=1,006-1,063
[ Dialise

PBS pH 7.4

Figura 2 Isolamento da LDL e VLDL. LDL= lipoproteina de baixa densidade,
VLDL= lipoproteina de muito baixa densidade, PBS= tamp&o fosfato-salino,
d=densidade.
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4 RESULTADOS

Do inicio ao final do experimento os 17 grupos de coelhos apresentaram
pesos corporais similares. Como pode-se apreciar na Tabela 1, ndo foram
observadas diferengas significativas. N&o foi observado nenhum efeito adverso
visivel, o aspecto saudavel dos animais indicou que tanto o estado sanitario
como o manejo foram eficientes e que o excesso de lipidios no alimento nao

alterou, aparentemente, a saude dos coelhos.

4.1 Colesterol Plasmatico

As Figuras 3, 4 e 5 representam as concentragdes plasmaticas do
colesterol total nos diversos grupos experimentais. Da observagao das trés
figuras em conjunto, podemos analisar as diferengas entre os tratamentos.
através das anotagOes estatisticas e para uma melhor compreensao dos efeitos,
cada figura esta desenhada para comparar os tratamentos durante um periodo
de tempo (2, 4 e 6 dias) com o grupo hipercolesterolémico.

O colesterol plasmatico do grupo controle, hipercolesterolémico HH, foi de
1360,51 + 159,22 mg/dl, aumentando 23 vezes em relagdo ao valor do grupo

normocolesterolémico (NN).

Na Figura 3 apresentam-se as concentragdes de colesterol plasmatico do
grupo HH, e dos grupos que receberam a suplementagéo de vitamina E (E-2), a
administragdo de pravastatina (P-2), sinvastatina (S-2), e os que receberam
vitamina E mais pravastatina (PE-2) e vitamina E mais sinvastatina (SE-2)
durante dois dias. Observa-se que os niveis de colesterol total foram menores
quando comparados com o grupo HH, sem alcangar significancia estatistica.
Nao foi observada diferenga significativa entre os grupos que receberam os

tratamento durante dois dias.
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Os grupos P-4, PE-4, S-4 e SE-4, que receberam os tratamentos durante
4 dias, apresentaram menores niveis de colesterol total, estatisticamente
significativos, quando comparados com o grupo HH. Porém né&o houve diferenga
significativa entre eles, nem com os grupos E-2, P-E, PE-2, S-2 e SE-2, que

receberam os tratamentos durante dois dias (Figura 4).

Os grupos que receberam tratamento durante 6 dias, E-6, P-6, PE-6, S-6
e SE-6, apresentaram concentragdes de CT menores significativamente (p<
0,05) quando comparados com o grupo HH. Os niveis de colesterol total nos
grupos E-6, P-6 e S-6, por sua vez, ndo apresentaram diferenga significativa
entre eles, porém quando comparados com os grupos PE-6 e SE-6, observou-se
diferenga significativa, sendo que estes ultimos apresentaram as menores
concentragdes de colesterol total (Figura 5).

Ao comparar os niveis de CT no tempo de tratamento de 6 dias com os de
2 e 4 dias, observou-se que estes dois ultimos apresentaram maiores niveis de

CT, estatisticamente significativos (p< 0,05).

4.2 Triacilgliceréis

As figuras 6, 7 e 8 representam as concentragbes plasmaticas de
triacilgliceréis nos diversos grupos experimentais. Da observagdo das trés
figuras em conjunto, podemos analisar as diferengas entre os tratamentos,
através das anotagdes estatisticas e para uma melhor compreensao dos efeitos,
cada figura esta desenhada para comparar os tratamentos durante um periodo
de tempo (2, 4 e 6 dias) com o grupo hipercolesterolémico.

O aumento de TG no grupo HH foi trés vezes o valor do grupo com dieta
normocolesterolémica (119,00 + 35,26 mg/dl).

Na figura 6 representa-se os niveis dos triacilgliceréis plasmaticos (TG)
para 0s grupos que receberam os tratamentos durante 2 dias. No grupo HH

observou-se a maior concentragao de TG (308,28 + 78,61 mg/dl), sem alcancar
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diferengas significativas (p< 0,05), quando comparado com os grupos E-2, P-2,
PE-2, S-2 e SE-2.

Na Figura 7 encontram-se os niveis de TG para os grupos que receberam
os tratamentos durante 4 dias. Observou-se concentragdes significativamente
menores de TG (p< 0,05) nos grupos P-4, PE4, S-4 e SE-4, em relacdo ao
grupo HH. Quando comparados, entre si, os grupos que receberam os
tratamentos durante 2 e 4 dias, ndo foram observadas diferengas significativas

entre eles.

Na figura 8 observa-se os niveis de TG nos grupos que receberam
tratamento durante 6 dias. Verificou-se que estes grupos tiveram niveis
menores, estatisticamente significativos em relagéo ao grupo HH e os grupos P-

6 e S-6 foram significativamente menores que os grupos E-6, PE-6 e SE-6.

Nos grupos com tratamento durante 2 e 4 dias, quando comparados com
os grupos de tratamento de 6 dias foi observado que somente os grupos P-6 e

S-6 apresentaram valores de TG significativamente menores (p< 0,05).

4.3 Lipoproteinas Plasmaticas

Na Tabela 2 apresenta-se o perfil das lipoproteinas plasmaticas,
representado por LDL colesterol (LDL-c), VLDL colesterol (VLDL-c) e HDL
colesterol (HDL-c).

As concentragdes de LDL-c e VLDL-c no grupo HH foram 49 e 46 vezes
maiores, respectivamente, do que no grupo normocolesterolémico (NN),
enguanto que a concentragéo de HDL-c foi apenas 1,5 vezes maior do que no
grupo NN (p< 0,05).
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4.3.1 LDL-c

Para 2 dias de tratamento, os grupos E-2, P-2. PE-2. S-2 e SE-2 tiveram
concentragoes da LDL-c menores que as do grupo HH. sem alcancar diferengas
significativas, com exceg&o do grupo PE-2 (Tabela 2).

Os grupos com tratamento durante 4 dias, P-4, PE-4, e SE-4
apresentaram concentragdes da LDL significativamente menores que as do
grupo HH e quando comparados com os grupos que receberam tratamento
durante 2 dias, foram observadas diferengas significativas somente no grupo S-

2, que apresentou maior concentragdo de LDL-c.

Ja os grupos com tratamento durante 6 dias, (E-6, P-6, PE-6, S-6 e SE-6)
apresentaram todos valores de LDL-c significativamente menores quando
comparados com as do grupo HH (p< 0,05). Os grupos PE-6 e SE-6
apresentaram as menores concentragbes de LDL, sendo ainda
significativamente diferentes dos grupos que receberam tratamento durante 2 e
4 dias, (p< 0,05).

4.3.2 VLDL-c

Nos grupos com os tratamentos durante 2 dias. PE-2 e SE-2 observou-se
niveis significativamente menores da VLDL-c, quando comparados com o grupo
controle (HH).

Os grupos que receberam tratamento durante o periodo de 4 dias, P-4,
PE-4, S-4 e SE-4 apresentaram menores valores da VLDL-c, estatisticamente
significativo, quando comparados com o grupo controle (HH) e ja, comparando-
Se com 0s grupos que receberam tratamento durante 2 dias, diferiram, somente,

do grupo E-2 que apresentou maior nivel da VLDL-c.
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Os grupos que receberam tratamento durante 6 dias apresentaram
menores valores da VLDL-c, estatisticamente significativos. quando comparados
com o grupo HH.

Os grupos PE-6 e S-6 apresentaram menores valores da VLDL-c, sendo
significativamente diferentes dos valores dos grupos que receberam tratamento
durante 2 e 4 dias (p< 0,05). Dentre os grupos que receberam tratamento
durante 6 dias, verificou-se que o grupo PE-6 foi significativamente diferente,
quando comparado com os grupos E-6, P-6, S-6 e SE-6, obtendo a menor

concentragao da VLDL-c, observada no grupo PE-6 (p< 0,05).

4.3.3 HDL-c

O grupo HH teve concentragdo significativamente maior de HDL-c,
quando comparada com a do grupo normocolesterolémico (p< 0,05). Nao foram
observadas diferengas significativas dos niveis de HDL-c entre os grupos que

receberam os tratamentos durante 2 e 4 dias, quando comparados com o grupo
HH.

Nao foram observadas diferengas significativa das concentragbes da
HDL-c entre os grupos que receberam tratamento por 6 dias. Porém, os niveis
da HDL-c foram significativamente maiores nos grupos PE-6 e SE-6 quando

comparados com os dos grupo HH (p< 0,05) e E-2, P-2, S-2, E-4 e S-4 (p< 0,05).

4.4 Distribuigao percentual das lipoproteinas.

As figuras 9, 10 e 11 representam as percentagens das lipoproteinas em
relagdo ao seu conteudo de colesterol nos diversos grupos experimentais. Da
observagdo das trés figuras em conjunto, podemos analisar as diferengas entre
os tratamentos, através das anotagdes estatisticas e para uma melhor

compreensdo dos efeitos, cada figura estd desenhada para comparar os
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tratamentos durante um periodo de tempo (2, 4 e 6 dias) com O grupo

hipercolesterolémico.

Na figura 9, apresenta-se as percentagens da LDL-c, VLDL-c e HDL-c,
dos grupos E-2, P-2, PE-2, S-2 e SE-2. Observou-se que a maior percentagem
de colesterol foi encontrado na LDL-c e a menor na HDL-c. N&o houve diferenga
significativa na distribuigdo do colesterol entre o grupo HH e os grupos que

receberam os tratamentos durante 2 dias.

Na Figura 10 apresenta-se as percentagens de LDL-c, VLDL-c e HDL-c
dos grupos com tratamento durante 4 dias. A maior percentagem observada em
todos os grupos também corresponde a LDL-c. Nao houve diferenga significativa
da percentagem da LDL-c entre os grupos que receberam tratamento durante 4
dias, em relagdo ao grupo controle, tampouco houve diferenga significativa entre
eles.

Nas percentagens da VLDL-c, os grupos E-4,. P-4 e PE-4 nao
apresentaram diferengas significativas em relagdo ao grupo HH. Ja na
distribuicdo percentual da HDL-c, os grupos P4 e PE-4 apresentaram maiores

valores significativos em relagéo ao grupo HH.

A distribuicdo do colesterol nas lipoproteinas para O grupo com
tratamento durante 6 dias, E-6, P-6, PE-6, S-6 E SE-6, apresenta-se na Figura
11. Em relagéo a percentagem da LDL foi observada diferenga significativa entre
os grupos SE-6 e HH, sendo que este ultimo apresentou maior nivel (p< 0,05).
Na percentagem da VLDL-c, observa-se que os grupos E-6, P-6 e S-6
apresentaram valores significativamente menores em relagdo ao grupo HH (p<
0,05). Nas percentagens da HDL-c foram observadas diferengas significativas
entre o grupo HH e os grupos E-6, P-6, PE-6, S-6 e SE-6, sendo que estes

grupos apresentaram valores maiores (p< 0,05).

Quando comparamos o tempo de tratamento e as percentagens das
lipoproteinas, observou-se que, no segundo dia de tratamento, ndo houve
diferencas significativas para as percentagens de LDL-c, VLDL-c e HDL-c. As

diferengas apresentaram-se no quarto dia de tratamento, somente para as
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percentagens de VLDL-c nos grupos S4 e SE-4. J& no sexto dia de tratamento

as mudangas das porcentagens foram observadas em todas as lipoproteinas.

O grupo SE-6 apresentou menor valor significativo da % LDL e os grupos
E-6, P-6 e S-6 apresentaram menores valores significativos da % VLDL quando
comparados com o grupo HH. No caso da percentagem de HDL, todos os grupos
que receberam tratamentos durante 6 dias foram significativamente maiores (p<

0,05) que a do grupo HH

4.5 Proporgdes lipidicas

As proporgGes entre as concentragées do colesterol total, HDL-colesterol
e LDL-colesterol s&o importantes para interpretar o risco para as doencas
cardiovasculares. Os indices que relacionam o colesterol total, ou LDL-c, com
HDL-c sédo denominados, respectivamente, de indice de risco 1 (colesterol
total/HDL-c) e 2 (LDL-c/HDL-c). O risco para coronariopatia sera tanto maior
quanto maiores forem os valores desse indices.

Na tabela 3, apresenta-se as médias dos indices de risco CT/HDL-
c e LDL-c/HDL-c. Estas proporgdes no grupo HH foram, respectivamente, 15 e
32 vezes maiores que o grupo normocolesterolémico.

Os grupos que foram suplementados com vitamina E e/ou tratados com
pravastatina ou sinvastatina durante 2 dias, ndo apresentaram diferengas
significativas nos indices CT/HDL-c e LDL-c/HDL-c, quando comparados com o
grupo HH.

O parémetro CT/HDL-c nos grupos E-4, S-4 e SE-4 ndo apresentaram
diferengas significativas em relagdo ao grupo HH. Porém, os grupos P-4 e PE-4
apresentaram valores significativamente menores quando comparados com o
grupo HH. O indice lipidico LDL-c/HDL-c nos grupos E-4, S-4 e SE-4 n3o
apresentaram diferengas significativas com respeito ao grupo HH, enquanto que
os grupos P-4 e PE-4 tiveram menores valores significativos em relagdo ao

grupo HH.
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Os valores da proporgao CT/HDL-c, nos grupos E-6, P-6,PE-6, S-6 e SE-
6, que receberam tratamento durante 6 dias, foram significativamente menores,
quando comparados com os do grupo HH. Os grupos PE-6 e SE-6 apresentaram
valores significativamente menores na propor¢ao CT/HDL-c em relagdo aos
grupos que receberam tratamento durante 2 e 4 dias. Quanto aos valores de
LDL-c/HDL-c, dos grupos que receberam tratamento durante 6 dias foram
significativamente menores que os do grupo HH. Os grupos PE-6 e SE-6
apresentaram menores valores do que aqueles grupos que receberam
tratamento durante 2 e 4 dias.

4.6 Composigao da LDL

A Tabela 4 mostra a composi¢ao da LDL nas concentragOes de colesterol
(C), triacilglicerois (Tg), fosfolipidios (Fosf) e de proteinas (Prt) expressas em
mg/dl de plasma.

Em relagdo a composigdo da LDL, no grupo HH, observou-se aumento
significativo do conteudo de todos os componentes da LDL com respeito ao
grupo normocolesterolémico (p< 0,05), indicando o aumento na quantidade

desta lipoproteina no plasma.

Ja quanto a composicdo da LDL nos grupos E-2, P-2, PE-2, S-2 e SE-2,
que receberam tratamento durante 2 dias, ndo foram observadas diferencas

significativas com relagdo ao grupo HH.

Para os grupos que receberam tratamento durante 4 dias foram
observadas diferencas significativas no conteido de colesterol e de
triacilglicerdis da LDL em relag&o ao grupo HH. Em contrapartida, o conteddo de
fosfolipidios e proteinas nio indicou diferencas significativas em relagdo ao
grupo HH. Os grupos P-4, PE-4 e SE-4 apresentaram menores concentragées
significativas do colesterol da LDL em relagédo ao grupo HH. Os grupos P4 e
PE-4 apresentaram menores concentragbes de triacilgliceréis em relagdo ao

grupo controle (p< 0,05).
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Nos grupos que receberam os tratamentos durante 6 dias houve diferenga
significativa na composigdo da LDL, no conteudo de colesterol total
triacilglicerdis, proteinas e fosfolipidios em relagido ao grupo HH. No que diz
respeito aos conteidos de colesterol, triacilglicerdis e proteinas da LDL, foram
observadas concentragdes significativamente menores em todos os grupos,
quando comparados com o grupo HH (p< 0,05). J& as concentragdes das
proteinas da LDL nos grupos que receberam os tratamentos durante 6 dias,
apresentaram menores valores significativos em relagdo aos demais grupos,
com a excegao do grupo E-6 que ndo apresentou diferenca significativa em

relagdo ao grupo HH.

Foram observadas diferengas significativas nas concentragdes dos
fosfolipidios da LDL nos grupos P-6, PE-6, S-6 e SE-6 quando comparado com o
grupo HH (p< 0,05), sendo que este ultimo grupo teve uma maior concentrago.
Nao apresentaram diferengas significativas de fosfolipidios os grupos que

receberam tratamento durante 2 e 4 dias , quando comparados com o grupo HH.

Quando avaliou-se a relagdo das quantidades de lipidios totais (do nucleo
e da superficie) da particula da LDL e a quantidade de proteina, isto € a relacdo
de Colesterol+ Triacilglicerois + Fosfolipidios / Proteina (C+Tg+Fosf /Prt),
observou-se um aumento de 2.6 vezes para o grupo HH em relagéo ao grupo
normocolesterolémico (Tabela 4). Ndo houve diferengas significativas na relagao
C+Tg+Fosf /Prt da LDL entre os grupos que receberam os tratamentos durante 2
e 4 dias , quando comparados com o grupo HH. Entretanto, nos grupos tratados
por um periodo de 6 dias houve diferencas significativas em relagao ao grupo
HH. Os valores da relagdo C+Tg+Fosf /Prt da LDL nos grupos E-6, PE-6, e
SE-6 foram significativamente menores em relagdo aos dos grupos P-2, SE-2,
E-4, e SE-4 (p< 0,05).
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4.7 Distribuigdo percentual de cada componente da LDL

As figuras 12, 13 e 14 representam a distribuigdo percentual de cada
componente da LDL nos diversos grupos experimentais. Da observagao das trés
figuras em conjunto, podemos analisar as diferengas entre os tratamentos,
através das anotagdes estatisticas e para uma melhor compreenséo dos efeitos,
cada figura esta desenhada para comparar os tratamentos durante um periodo

de tempo (2, 4 e 6 dias) com o grupo hipercolesterolémico.

Analisando-se a distribuigdo percentual de cada componente na LDL,
surgem algumas alteragbes nas particulas, em decorréncia do tratamento. Na
Figura 12, apresenta-se a distribuicdo percentual da composi¢cdo da LDL dos
grupos que receberam tratamento durante 2 dias, E-2, P-2, PE-2, S-2, e SE-2,

nao sendo observadas diferengas significativas em relagao ao grupo HH.

Nao foi observada, também, nenhuma alteragdo nas percentagens dos
componentes da LDL nos grupos que receberam tratamento durante 4 dias, em
relagéo ao grupo HH (Figura 13).

Na Figura 14, apresenta-se as percentagens dos componentes da LDL
dos grupos que receberam tratamento durante 6 dias. Com respeito a
percentagem do colesterol, os grupos E-6, P-6, PE-6 e SE-6 apresentaram
valores significativamente menores que os do grupo HH (p< 0,05). Ainda com
relagéo a esse grupo, ndo foram observadas diferengas significativas entre as
percentagens de triacilglicerdis nos grupos tratados durante 6 dias, enquanto
que as percentagens das proteinas nos grupos PE-6 e SE-6 foram
significativamente maiores que o grupo HH (p< 0,05). Nas percentagens dos
fosfolipidios da LDL dos grupos E-6, P-6, PE-6, S-6 e SE-6 foram notadas,

diferengas significativas em relagédo ao grupo HH.
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4.8 Modificagao oxidativa da LDL

Nas figuras 15, 16 e 17 apresenta-se a formagéo de substancias reativas
com &cido tiobarbiturico (TBARS) expresso em nanomoles de dialdeido malonico
(MDA) por mg de proteina da LDL, equivalente & extensdo da peroxidagao
lipidica da LDL nativa (LDL-nn) e da LDL induzida & oxidag&do (LDL-ox) por
incubagdo com ions de cobre, nos diversos grupos experimentais. Da
observagéo das trés figuras em conjunto, podemos analisar as diferengas entre
os ftratamentos, através das anotagbes estatisticas e para uma melhor
compreensédo dos efeitos, cada figura estd desenhada para comparar 0s
tratamentos durante um periodo de tempo (2, 4 e 6 dias) com O grupo
hipercolesterolémico.

As concentragbes de MDA na peroxidagdo lipidica da LDL nativa e
oxidada dos grupos E-2, P-2, PE-2, S-2 e SE-2, s&o apresentados na Figura 15.
A formagdo de TBARS na LDL nativa dos grupos E-2 e PE-2 foram
significativamente menores que a do grupo HH. Para a LDL oxidada, os valores
de MDA foram significativamente menores para os grupos que receberam
suplementacdo da vitamina E, grupos E-2, PE-2 e SE-2 em relagdo ao grupo
HH.

Na Figura 16, apresenta-se a peroxidagao lipidica da LDL para os grupos
que receberam os tratamentos durante 4 dias. Observa-se que houve diferencas
significativas entre as concentragbes de MDA da LDL oxidada dos grupos E-4,
P-4, PE-4 e SE-4 quando comparados com o grupo HH. No caso da LDL nativa,
essas diferencas foram observadas nos grupos E-4, PE-4 e SE-4, apresentando
valores menores.

Na Figura 17, apresenta-se as concentragbes de MDA da peroxidagao
lipidica da LDL dos grupos que receberam os tratamentos durante 6 dias. Foram
observadas diferencas significativas entre as concentragdes de MDA para LDL
oxidada em todos os grupos em relagdo ao grupo HH. As concentragbes de
MDA para LDL nativa foram significativamente menores para os grupos E-6, PE-

6 e SE-6 em relagéo ao grupo HH.
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Tabela 1 Média (+desvio padrdo) do peso inicial e final dos coelhos submetidos a
dieta normo e hipercolesterolémica (n=8).

Grupo Peso inicial (kg) Peso final (kg)
1°dia 30°dia
NN 20+0,2 29+03
HH 20+0,2 27102
E-2 1,9+0,2 29+0,3
P-2 20+0,2 28+02
PE-2 1,9+0,2 29+0,3
S-2 20+0,1 29+0.2
SE-2 20+0.2 3,0+£0,2
E-4 1,8+0,2 28+0.2
P-4 20+01 29+0,2
PE-4 1,9+0,2 29+02
S-4 1,9+0,2 2,9+0,1
SE-4 20+0.2 3,0+0,2
E-6 20+02 29+01
P-6 20+01 3,0+0,1
PE-6 20+0,2 29102
S-6 20+0,2 28+0.2
SE-6 20+0,2 29+0,.2

Grupos: normocolesterolémico (NN), hipercolesterolémicos (HH) e tratados com
vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S), vitamina E+Pravastatina (PE),
vitamina E+Sinvastatina (SE), durante 2, 4 e 6 dias, antes do 30° dia do
experimento.
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Tabela 2 Média (+ desvio padrao) das concentragbes de colesterol total e
o colesterol das Lipoproteinas plasmaticas (expressa em mg/dl)

HDL-c VLDL-c LDL-c CT
NN 3228+515 8924222 18,41 + 1,81 59,60 + 4,92
HH 49,20 +463" 410,53+4250° 900,78+ 148.07° 1360,51+159 22°
E-2 4967 £10,75° 34816+56,88° 79124+11561% 118454 + 162 59%
P-2 4915+827° 29550163,16™ 794,01+117,24*® 113866 + 15582°"
PE-2 51,03+813% 2747315225 760,19 + 121,99° 1085 94 + 92 34
S-2 497216,93° 281,19+6388™ 84957 +119,95° 117213+ 17321%
SE-2 51081620™ 257,36+62,57™ 78951+8559% 1097 96 +108 42*°
E-4 49,881+508° 290,7915173* 76397 +110,48°° 1109,69 + 96,06 *
P-4 55091496% 26881+4621> 730,70 + 108,64 1054 56+149 99>
PE-4 5480+856™ 270,97 +44,16> 724,00 +65,49°° 104977 470,90
S-4 4947 +406° 267,78+57,93>™ 768,21 +70,11* 1085 51+110,92 %"
SE-4 50,51+7,33% 25228+2412" 728,90+ 102,00 1031,68+125 51>
E-6 5378+7,29%™ 22799%5163° 65126+71,03° 933,16 + 65 98%*
P-6 5501+534% 23255+7757% 63372+78,01°¢ 921,27 +140.17°
PE-6 57,98+765° 177,00+60,24° 41803+98,50° 642,87 +14032"'
S6 54,11+621% 217,04+70,77% 719,39 + 100,98 956,20 + 93,77°*

SE-6 59,75+511°

23581 + 38,95

459,82 + 98,83°

755,38 + 120,40"

Grupo normocolesterolémico (NN), hipercolesterolémico (HH) e tratados com vitamina (E),
Pravastatina (P), Sinvastatina (S), vitamina E+Pravastatina, vitamina E+Sinvastatina durante 2,
4 e 6 dias, antes do 30°dia de experimentagdo. Médias seguidas com letras distintas diferem
entre si (p< 0,05). HDL-c=HDL-colesterol, VLDL-c=VLDL-colesterol, LDL-c=LDL-colesterol,
CT=colesterol total.
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Tabela 3 Média (+ desvio padrdo) das proporgdes lipidicas entre CT/HDL-c e

LDL-c/HDL-c

Grupo CT/HDL-c LDL-c/HDL-c
NN 1,87 +0,18 0,58+010
HH 28,14+ 6,26° 18,68 + 4,94°
E-2 2296 +6,29™ 16,78 +4,78°
P-2 2376+531% 16,63 +4,14°
PE-2 2188+511™ 1525+ 3,82°
S-2 23,57 +0,92% 1711+1,01°
SE-2 21,77 £351% 1568 +2,78%*
E-4 21,78+253% 1538 +2,28%
P-4 19,19+ 2,57° 13,32 +2,08°
PE-4 19.75+ 4,68° 1368+371°
S-4 2220+ 4,07 1569+262%
SE-4 20,65+ 3,10* 1459+235%
E-6 17,49+ 1,31° 12,16 +0,79°
P-6 17,09+ 425° 1172 +2,54°
PE-6 11,42 +3,72° 739+241°
S-6 17,98 + 3,58° 1359 +341°
SE-6 1273 +229° 7.97 +168°

Grupo nomocolesterolémico (NN), hipercolesterolémico (HH) e tratados com vitamina (E),
Pravastatina (P), Sinvastatina (S), vitamina E+Pravastatina, vitamina E+Sinvastatina durante 2,
4 e 6 dias, antes do 30°dia de experimentagdo. Médias seguidas com letras distintas diferem
entre si (p< 0,05). HDL-c=HDL-colesterol, VLDL-c=VLDL-colesterol, LDL-c=LDL-colesterol,
CT=colesterol total.
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Tabela 4 Média (+desvio padrio) das concentragdes do colesterol(c), triacilglicerdis
(Tg), proteinas (Prt) e fosfolipidios (Fosf) da LDL (expressa em mg/dl)

c-LDL Tg-LDL Prt-LDL Fos-LDL C+Tg+tFos
/Prt

NN  18,41+1,81 520+ 1,18 23,71+364  12,11£2,03 1,562 + 0,84
HH 900,78 + 148,07° 103,64 + 12,19° 291,18 +20,71° 143,031 15,31* 3,930,35%
E-2 7912415461% 9503+7,24° 272,00 +39,73% 134,62+ 16,99* 3,80:0,37°
P-2  794,01$+117,24® 90,20 + 12,82%° 261,45+18,37* 134,12+ 13,31® 3,9210,59"
PE-2 760,19+121,99 84,48 + 17,46°> 25952147 48** 131,35+ 32,91* 3,7810,30"
S-2 849571119,95" 82,11 +6,78™° 25548121,84* 134,541 11,34° 4,1710,22"
SE-2 789,51+8559% 84,42 +569°° 256,57+23,85* 135251 10,05° 3,9410,24°
E-4 763,97 +110,48" 85,16 + 9,48*™° 252,52+36,76*° 130,31 1+22,76* 3,9010,42*
P-4 730,70 +108,64> 73,89 + 6,34 25274123, 08* 135,94 + 10,84° 3,7210,28°*
PE-4 724,00 £ 65,49°° 76,62 + 10,73* 244,71£13,87°* 123,90 £ 9,24°™" 3,800,45*"
S-4  768,21+70,11% 78,91 +6,95™ 246,26+18,78* 131,28 +8,77*° 3,9740,16**
SE-4 728,90+ 102,00° 77,62 + 12,56 °* 24407422 74> 127,72+ 12,10° 3,8240,21%
E-6 65126+71,03% 74,64+539° 24852+14,52° 130,30 £ 12,76 3,44+0,21°
P-6 63572+7801Y 6575+953° 22421+2355% 120,66 + 14,42 3,6640,15%
PE-6 418,03+98,50° 66,52 +2265° 214,87+38,79° 110,63 +21,00°° 277+0,39°
S-6 719,39 +100,98° 71,25 +6,23% 21541+20,58¢ 108,24 + 17,24 4,17+0,25°
SE-6 459,82 +98,83° 68,79+ 17,22° 216,50+18,46° 10540 +14,28° 2,92+0,54°

Grupo normocolesterolémico (NN), hipercolesterolémico (HH) e tratados com vitamina (E),
Pravastatina (P), Sinvastatina (S), vitamina E+Pravastatina, vitamina E+Sinvastatina durante 2,
4 e 6 dias, antes do 30°dia de experimentagdo. Médias seguidas com letras distintas diferem
entre si (p< 0,05). HDL-c=HDL-colesterol, VLDL-c=VLDL-colesterol, LDL-c=LDL-colesterol,
CT=colesterol total. "

59



1800 -
w]
1400: T ab ab ab abc
200 - T T abe T T

1000

600

400

Colesterol plasmatico mg/d|

200

HH E-2 P-2 PE-2 S-2 SE-2

Figura 3 Colesterol total plasmatico (média + désvio padrdo) dos grupos hipercolesterolémicos
(HH), tratados com vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S), vitamina E+Pravastatina
(PE) e vitamina E+Sinvastatina (SE) durante 2 dias, antes do 30° dia de experimentag3o. Letras
distintas indicam diferenga entre grupos (p< 0,05).
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Figura 4 Colesterol total plasmatico (média + désvio padrdo) dos grupos hipercolesterolémicos
(HH), tratados com vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S), vitamina E+Pravastatina
(PE) e vitamina E+Sinvastatina (SE) durante 4 dias, antes do 30° dia de experimentacgio. Letras
distintas indicam diferenga entre grupos (p< 0,05).
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Figura 5 Colesterol total plasmatico (média + desvio padrdo) dos grupos hipercolesterolémicos
(HH), tratados com vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S), vitamina E+Pravastatina
(PE) e vitamina E+Sinvastatina (SE) durante 6 dias, antes do 30° dia de experimentagao. Letras
distintas indicam diferenga entre grupos (p< 0,05).
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Figura 6. Concentracdes de triacilglicer6is plasmaticos (média + desvio padrdo) dos grupos
hipercolesterolémicos (HH), tratados com vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S),
vitamina E+Pravastatina (PE) e vitamina E+Sinvastatina (SE) durante 2 dias, antes do 30° dia
de experimentacao. Letras distintas indicam diferenga entre grupos (p< 0,05).
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Figura 7 Concentragbes de triacilgliceréis plasmaticos (média + desvio padrdo) dos grupos
hipercolesterolémicos (HH), tratados com vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S),
vitamina E+Pravastatina (PE) e vitamina E+Sinvastatina (SE) durante 4 dias, antes do 30° dia
de experimentacdo. Letras distintas indicam diferenga entre grupos (p< 0,05).
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Figura 8 Concentragdes de triacilgliceréis plasmaticos (média + desvio padrdo) dos grupos
hipercolesterolémicos (HH), tratados com vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S),
vitamina E+Pravastatina (PE) e vitamina E+Sinvastatina (SE) durante 6 dias, antes do 30° dia
de experimentac&o. Letras distintas indicam diferenga entre grupos (p< 0,05).
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indicam diferencga significativa entre os grupos (p< 0,05).
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Figura 10 Média + desvio padrdo da distribuigdo percentual do colesterol nas lipoproteinas
plasméticas LDL-c, VLDL-c e HDL-c, dos grupos hipercolesterolémico (HH), tratados com

vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S), vitamina E+Pravastatina (PE) e vitamina
E+Sinvastatina (SE), durante 4 dias, antes do 30° dia de experimentagdo. Letras distintas

indicam diferenca significativa entre os grupos (p< 0,05).
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Figura 11 Média + desvio padrdo da distribuicdo percentual do colesterol nas lipoproteinas
plasmaticas LDL-c, VLDL-c e HDL-c, dos grupos hipercolesterolémico (HH), tratados com
vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S), vitamina E+Pravastatina (PE) e vitamina
E+Sinvastatina (SE), durante 6 dias, antes do 30° dia de experimentagdo. Letras distintas

indicam diferenca significativa entre os grupos (p< 0,05).
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Figura 12. Média + desvio padrdo da composi¢cdo percentual da LDL (p/p) dos grupos:
hipercolesterolémico (HH), tratados com vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S),
vitamina E+Pravastatina (PE) e vitamina E+Sinvastatina (SE), durante 2 dias, antes do 30° dia
de experimentacgdo. Colesterol total (C), proteinas (Prot), fosfolipidios (Fosf) e triacilgliceréis (Tg)
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Figura 13. Média + desvio padrdo da composi¢do percentual da LDL (p/p) dos grupos:
hipercolesterolémico (HH), tratados com vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S),
vitamina E+Pravastatina (PE) e vitamina E+Sinvastatina (SE), durante 4 dias, antes do 30° dia
de experimentagio. Colesterol total (C), proteinas (Prot), fosfolipidios (Fosf) e triacilgliceréis (Tq)
da LDL. Letras distintas indicam diferenga significativa entre os grupos (p< 0,05).
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Figura 14. Média + desvio padrdo da composi¢cdo percentual da LDL (p/p) dos grupos:
hipercolesterolémico (HH), tratados com vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S),
vitamina E+Pravastatina (PE) e vitamina E+Sinvastatina (SE), durante 6 dias, antes do 30° dia
de experimentagdo. Colesterol total (C), proteinas (Prot), fosfolipidios (Fosf) e triacilgliceréis (Tg)
da LDL. Letras distintas indicam diferenga significativa entre os grupos (p< 0,05).
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Figura 15 Média + desvio padrio da peroxidag@o da LDL nativa (LDL-nn) e LDL oxidada(LDL-
ox) expressa em nanomoles de dialdeido malbnico (MDA)/mg de proteina. Grupos
hipercolesterolémicos (HH), tratados com vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S),
vitamina E+Pravastatina (PE) vitamina E+Sinvastatina (SE) durante 2 dias, antes do 30° dia de
experimentacéo. Letras distintas indicam diferenga entre os grupos (p<0,05)
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Figura 16 Média + desvio padrio da peroxidagdo da LDL nativa (LDL-nn) e LDL oxidada(LDL-
ox) expressa em nanomoles de dialdeido maldnico (MDA)/mg de proteina. Grupos
hipercolesterolémicos (HH), tratados com vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S),
vitamina E+Pravastatina (PE) vitamina E+sinvastatina (SE) durante 4 dias, antes do 30° dia de
experimentacéo Letras distintas indicam diferenga entre os grupos (p<0,05)
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Figura 17 Média + desvio padrdo da peroxidagdo da LDL nativa (LDL-nn) e LDL oxidada(LDL-
0x) expressa em nanomoles de dialdeido malbnico (MDA)/mg de proteina. Grupos
hipercolesterolémicos (HH), tratados com vitamina E (E), Pravastatina (P), Sinvastatina (S),
vitamina E+Pravastatina (PE) vitamina E+Sinvastatina (SE) durante 6 dias, antes do 30° dia de
experimentagéo Letras distintas indicam diferenga entre os grupos (p<0,05)
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, a hipercolesterolemia induzida em coelhos, pela dieta
enriquecida com 0,5% de colesterol resultou em um aumento de 23 vezes do
colesterol plasmatico em relagdo ao grupo normocolesterolémico. Achados
similares foram encontrados pelos pesquisadores TOMIKAWA et al. (1982),
ROTH et al. (1983), WILLIAMS et al. (1992), MANTHA et al (1993) e
NENSESTER et al. (1994). Na hipercolesterolemia induzida pela dieta, também
foi encontrado um aumento de 46 vezes dos niveis da VLDL-colesterol em
relagdo ao grupo normocolesterolémico, fato que concorda com o relatado por
varios autores (MANTHA et al., 1993; NENSETER et al., 1994, WILLIAMS et al,,
1992). A VLDL rica em colesterol, denominada também B-VLDL, é caracteristica
da hipercolesterolemia induzida. Estas particulas de VLDL sdo grandes, muito
turvas em solugdo e quando separadas por eletroforese em agarose, migram no

lugar das B-lipoproteinas.

Os niveis plasmaticos de LDL-colesterol e HDL-colesterol, no grupo
hipercolesterolémico, foram aumentados em 49 e 1,5 vezes , respectivamente,
em relagdo ao grupo normocolesterolémico. Achados similares foram
observados por KUSHWAHA et al. (1978) e TOMIKAWA et al. (1992). Também
foram observadas que as relagdes lipidicas de CT/HDL-c e LDL-c/HDL-c
aumentaram 15 e 32 vezes, respectivamente, quando comparadas com as do
grupo normocolesterolémico, o que reflete o aumento de colesterol nas

lipoproteinas, causada pela dieta.

A composigédo da LDL isolada do grupo hipercolesterolémico, em termos
de seu conteldo de colesterol total (62%), triacilglicerois (7%), proteinas (20%)
e fosfolipidios (10%), apresentou resultados semelhantes com o relatado nos
trabalhos de ROTH et al. (1983), NENSETER et al. (1992) e NENSETER et al.
(1994).

Assim, a hipercolesterolemia induzida pela dieta provocou um aumento da

VLDL-c e da LDL-c na circulagdo e, consequéntemente, o numero de receptores
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hepaticos para estas lipoproteinas foram reduzidos, prolongando seu tempo de
residéncia na circulagdo (GOLDSTEIN et al. 1979).

A mudanga do perfil lipidico nos animais hipercolesterolémicos que
receberam 50 U.l. de vitamina E ocorreu no sexto dia de tratamento. Observou-
se reducgao dos niveis de colesterol total (31%), LDL-c (27%), VLDL-c (44%) e
triacilglicerdis (34%) em relagé@o aos do grupo hipercolesterolémico. Os niveis de
HDL-c n&o sofreram modificagfes. Estes resultados estdo de acordo com o
relatado no trabalho de WOJCICKI et al. (1991), onde a administragéo de 38,5
U.l. de vitamina E reduziu os niveis plasmaticos do colesterol total (24%),
triacilgliceréis (24%) e das LDL-c+VLDL-c (37%) em coelhos com
hipercolesterolemia induzida pela dieta suplementada com 1,7% de colesterol.

No entanto, esta resposta foi alcangada apos trés meses de tratamento.

Achados similares foram relatados por WILLINGHAM et al. (1993),
embora, os animais de experimentagdo foram tratados por um periodo de 9
meses. Estes autores administraram uma dieta suplementada com 0,2 % (p/p)
de vitamina E a coelhos Watanabe (deficientes do receptor hepatico para LDL, e
portanto, desenvolvem hipercolesterolemia com dieta normal), encontrando
redugéo do colesterol (19 %), LDL-c (25%), triacilgliceréis plasmaticos (33%) e

uma diminuig&o significativa da area da leséo na aorta (32%).

WILLIAMS et al. (1992) relataram que a suplementagdo de 0,5% de
vitamina E na dieta de coelhos Watanabe reduziu o colesterol (13%) e
triacilglicerois plasméticos (19%), apdés 7 dias de tratamento e quando este
tratamento foi prolongado durante 12 semanas, os niveis de colesterol total e

triacilglicerdis foram reduzidos a 53 e 58%, respectivamente.

Os estudos de WESTROPE et al. (1982) e WILSON et al. (1978) sobre o
efeito da vitamina E, em hipercolesterolemia induzida em coelhos, tém
demostrado a diminuigdo dos niveis de colesterol plasmatico e da area da lesdo

aterosclerdtica em animais que consumiram 0,5 ou 1% de vitamina E na dieta.

KEANEY et al. (1994) relataram que a administragdo de 100 U.l. de
vitamina E a coelhos com dieta enriquecida com 1 % de colesterol n&o alteraram

o perfil lipidico. Porém, o relaxamento dependente do endotélio da aorta
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abdominal foi preservado, enquanto que a administragdo de uma dose alta de
vitamina E (1.000 U.l), diminuiu o relaxamento. Sabe-se que, na
hipercolesterolemia, o relaxamento dependente do endotélio estd comprometido,
tendo participagéo na aterogénese (CHIN et al., 1992).

KLEINVELD et al. (1994) demonstraram que uma dose ideal de vitamina
E na dieta estd ao redor de 0,025% (p/p). Com esta dose, observaram um
intenso efeito antioxidante da vitamina E e uma maior redugdo da lesao
aterosclerética na aorta de coelhos Watanabe, sem reduzir os niveis de
colesterol plasmatico.

WISWANATHAM et al. (1979) verificaram que os niveis de colesterol e
triacilglicerois plasmaticos foram diminuidos em coelhos que consumiram dieta
com 1% de colesterol e 110 U.l. de vitamina E, quando comparados com
aqueles que receberam dieta somente com colesterol. KOMARATAT et al.
(1985) observaram diminuigéo do colesterol total, LDL-c e VLDL-c e um aumento
da HDL-c nos coelhos suplementados com 1% de vitamina E. Em nossos
resultados obervamos uma diminuigdo dos niveis de colesterol, triacilglicerois,
LDL-c e VLDL-c nos coelhos que receberam 50 U.l. de vitamina E durante 6
dias, embora a dieta suplementada com colesterol foi menor (0.5%). Este efeito
rapido da vitamina E n&o tem sido, ainda, reportados.

QIAO et al. (1993) relataram que a administragdo de vitamina E durante
um més a cobaias alimentadas com dieta enriquecida com colesterol, reduziu em
12.2% os niveis de colesterol plasmatico. Além disso, a area de células
espumosas na intima arterial foram reduzidas. Por outro lado, Morel et al.
(1994), Prasad & Kalra (1993) e Mantha et al. (1993) nao encontraram influéncia
da vitamina E sobre os niveis do colesterol plasmatico em coelhos
hipercolesterolémicos.

Diversos estudos sobre o efeito da vitamina E sobre os niveis lipidicos
tém sido também realizados em humanos. Assim, os estudos de HERMANN et
al. (1979) e HERMANN (1982) relataram que a ingest&o de 600 U.l. de vitamina
E por pessoas com baixos niveis de HDL-c produziu uma redistribuigdo do
colesterol, aumentando os niveis da HDL-c, com a diminuigéo da VLDL-c e dos

triacilglicerdis plasmaticos. BARBORIAK et al. (1982) verificaram que a
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suplementagéo da vitamina E a sujeitos normais aumentou as concentragbes
plasmaticas de HDL-c, particularmente naqueles sujeitos que iniciaram o

tratamento com niveis baixos.

Por outro lado, STAMPFER et al. (1983) e JIALAL & GRUNDY (1992)
mostraram que a administragao de 800 U.1. de vitamina E a sujeitos normais nao
alterou os lipidios plasmaticos. Da mesma forma, JIALAL et al. (1995) relataram
que a vitamina E, em doses de 200 a 1.200 U.l, ndo alterou as concentragbes

plasmaéticas de lipidios em homens normais.

Neste estudo foi observada uma mudanga da distribuicdo do colesterol
plasmatico no grupo de coelhos que recebeu vitamina E, durante 6 dias, através
da diminuigdo do percentual da VLDL-c em 24.6% e do aumento do percentual
da HDL-c em 5,8%. No entanto, o percentual da LDL-c ndo mudou em relagdo
ao grupo hipercolesterolémico. Estes resultados estao de acordo com o relatado
no estudo de PAUL et al. (1989), onde a suplementagad de vitamina E (150 mg)
provocou mudanga da distribui¢go do colesterol em ratos alimentados com dieta

enriquecida com colesterol.

As modificacbes na composigdo da LDL, nos coelhos que receberam
vitamina E ocorreram no sexto dia de tratamento, quando houve a diminuigao do
conteudo de colesterol e de fosfolipidios na LDL em relagdo aos coelhos
hipercolesterolémicos. Observou-se, também, que as relagbes lipidicas CT/
HDL-c e LDL-c/HDL-c foram diminuidas por causa deste tratamento. indicando
uma mudanga favoravel e, consequentemente, diminuigao do risco da doenga

ateroscleratica.

O efeito hipocolesterolémico da vitamina E pode ser atribuido a varios
mecanismos de agdo, como por exemplo, o aumento do catabolismo do
colesterol, via formagdo de &cidos biliares, sustentado pelos estudos de
KOMARATAT et al. (1985). Estes autores relataram que a atividade da
colesterol 7a-hidroxilase, enzima hepatica limitante da velocidade de conversao
do colestero! a acido biliar, ficou aumentada em coelhos hipercolesterolémicos

que receberam suplementagdo de vitamina E. Por outro lado, tem sido
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observado que a deficiéncia da vitamina E, em coelhos. produz um aumento dos
niveis de colesterol plasmatico, principalmente na LDL, e diminuigdo da
atividade da 7- o-hidroxilase e dos niveis hepaticos do citocromo P450,
envolvido na hidroxilagdo do colesterol na conversao para acidos Dbiliares
(CHUPUKCHAROEN et al., 1985).

Outra possivel explicagdo do efeito hipocolesterolémico da vitamina E
pode estar sustentada na mudanga da composigéo da LDL. BERGLUND et al.
(1989) relataram que a mudanga da composig&o da LDL, diminuindo o colesterol
livre @ aumentando os triacilglicerois, afeta a interagdo da particula com seu

receptor hepatico, aumentando a velocidade de captura.

A similaridade de estrutura dos tocoferdis e tocotriendis, ambos membros
da familia da vitamina E, leva a pensar que o efeito da vitamina E sobre a
sintese hepatica do colesterol. Os estudos de QURESHI et al (1986)
demostraram que os tocotriendis, foram capazes de inibir a atividade da HMG-
CoA redutase em cultura de hepatdcitos.

Estudos em humanos normo e hipercolesterolémicos e em animais de
experimentagao, principalmente coelhos, mostraram que a suplementacdo com
vitamina E tem resultados conflitantes sobre a habilidade deste composto de
mudar o perfil lipidico e de inibir a formagdo da leséo aterosclerdtica, ou seja,
sobre a sua eficacia hipocolesterolémica. Parece que estas discrepancias estao
aparentemente relacionadas com a dose de vitamina E, o tempo de tratamento,
as condigdes de experimentagédo, o modelo experimental usado, a dieta recebida

e os métodos de medida das lipoproteinas.

O uso de drogas para reduzir os niveis de colesterol plasmatico
apresentam diferentes mecanismos de agdo sobre o metabolismo das
lipoproteinas plasmaticas. Assim, as drogas inibidoras da HMG-CoA redutase
diminuem as concentragdes intracelulares do colesterol hepatico com o
consequente aumento dos receptores especificos para a captura da LDL,

aumentando a remogao plasmatica dos niveis de colesterol e LDL-colesterol.
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Neste estudo, as doses utilizadas de pravastatina e sinvastatina provéem
uma ampla seguranga, se consideramos a dose minima necessaria para
produzir toxicidade em uma variedade de tecidos (GERMERSHAUEN et al,,
1989). As doses de 15 e 10 mg de pravastatina e sinvastatina, respectivamente,
sdo equivalentes na redugado similar do colesterol plasmatico (RIBEIRO JORGE
et al., 1994). Estes autores verificaram que a administragéo de pravastatina e
sinvastatina durante 15 dias diminuiram os niveis do colesterol plasmatico e da
LDL-colesterol em 58 e 64%, respectivamente.

No presente trabalho, verificou-se que a administragdo de pravastatina,
durante 6 dias, reduziu os niveis de colesterol total (33%), LDL-c (30%), VLDL-c
(44%) e triacilglicer6is plasmaticos (43%) em relagdgo ao grupo
hipercolesterolémico. Entretanto, os niveis da HDL-c foram aumentados sem
alcangar significancia estatistica. O efeito da pravastatina foi observado no
quarto dia de tratamento, através da diminuigdo significativa do colesterol total,
da VLDL-c e das relagébes lipidicas CT/HDL-c e LDL-c/HDL-c

Resultados similares foram obtidos por FUJIOKA et al. (1995) que
administraram 100 mg de pravastatina a coelhos durante 14 dias. Estes autores
observaram uma diminuigao do colesterol total (40%), LDL-c (57%), VLDL-c
(72%), triacilglicerdis plasmaticos (22%) e um aumento da atividade do receptor
hepéatico da LDL (14%) e da colesterol 7a-hidroxilase (17%). ROACH et al.
(1993) relataram que a dose de 44 mg de pravastatina administrada a coelhos
com hipercolesterolemia induzida por dieta, durante 3 semanas, reduziu o
colesterol plasmatico (55%), colesterol hepatico (80%) e aumentou a atividade
do receptor hepatico da LDL (120%).

AMOROSA et al. (1992) observaram que a administragdo de uma dose
unica de pravastatina de 25 mg/kg de peso a coelhos Watanabe diminuiu a
sintese do colesterol hepatico, sendo que o efeito maximo foi alcangado a 48

horas ap6s administragao.

Diversos estudos (FRANCESCHINI et al., 1994; HUNNINGHAKE et al.,
1990 e REIHNER et al., 1990) sobre a administragao da pravastatina a sujeitos
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com niveis altos de colesterol e valores normais de triacilgliceréis tém
demostrado uma diminuigdo do colesterol plasmatico (21 - 57%), LDL-c (32%),
triacilglicerois (45%) e um aumento da HDL-c (6%) e a atividade do receptor
hepatico da LDL (180%). Nao obstante, FRANCESCHINI et al. (1994) relataram
que a pravastatina ndo provoca a mudanga da composigao da LDL, enquanto
que HUNNIGHAKE et al. (1990) observaram uma mudanga na composi¢ao,
sendo que ambos os autores administraram 40 mg de pravastatina durante 8
semanas a sujeitos com hipercolesterolemia.

Neste estudo, a administragao de sinvastatina por seis dias provocou uma
redugdo de 30, 20, 47 e 36% dos niveis de colesterol total, LDL-c, VLDL-c e
triacilglicerois, respectivamente. Nado foi observada mudanga nos niveis de
HDL-c.

O efeito inicial da sinvastatina foi observado no quarto dia de tratamento
com a diminuigdo de colesterol total, VLDL-c e triacilglicerdis plasmaticos. As
mudangas das relagbes lipidicas CT/HDL-c e LDL-c/HDL-c ocorreram no sexto

dia de tratamento, enquanto que a composig¢ao da LDL n&o foi alterada.

THIERY et al. (1991) observaram que as alteragdes do perfil lipidico e a
extensao da aterogénese, em coelhos alimentados com dieta rica em colesterol,
foram normalizadas q’uando administrou-se sinvastatina, pravastatina ou
lovastatina. Estes autores encontraram diminuicdo do colesterol total,

principalmente na fracdo da VLDL-c.

A administracdo de sinvastatina em doses de 5-10 mg/dia a sujeitos
hipercolesterolémicos tem demostrado redugdo do colesterol total (17-22%),
VLDL-c (34%), LDL-c (15-39%), triacilglicerois (15%) e aumento da HDL em
torno de 8 a 15% (NAKASHIMA et al., 1996; BREDIE et al., 1995; HOMMA et al,
1995; GAW et al., 1993). A mudanga da composigao da LDL pela administragao
de sinvastatina tem sido relatada por HOMMA et al. (1995). Nao obstante, os
estudos de NAKANDAKARE et al. (1990) relataram que a sinvastatina nao

interfere na composi¢do nem na relagao lipidio/proteina da LDL.
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O estudo em grupo do “THE SCANDINAN SIMVASTATIN SURVIVAL
STUDY GROUP” (1994), que atingiu diversas populagbes européias, sobre a
sobrevivéncia de pacientes com doenga coronaria, revelou que a sinvastatina

diminuiu 25% do colesterol plasmatico e aumentou 8 % os niveis de HDL-c.

No presente trabalho, foi observado que o efeito das drogas, ao longo do
tempo, apresentou uma diferenga inicial, sendo que a pravastatina teve um
efeito mais rapido na diminui¢do dos niveis da LDL-c e das relages lipidicas
CT/HDL-c e LDL-c/HDL-c, quando comparada com a sinvastatina. Esta reposta
imediata da pravastatina diferente a resposta inicial da sinvastatina é explicada
pelo fato de sinvastatina ser uma prodroga, na forma de lactona hidrofobica, a
qual precisa ser hidrolisada enzimaticamente pelo organismo para ser

convertida para forma ativa.

A sinvastatina e a pravastatina produzem uma rapida diminuigéo da
VLDL-c e da LDL-c, em decorréncia do aumento de receptores hepaticos apo
(B/E) que reconhecem a apoproteina E e, portanto, promovem a rapida remogao
da VLDL e de seu produto direto, a LDL. Esta captura rapida da VLDL,
provavelmente &€ consequéncia do maior conteudo de apolipoproteina E na
particula, que na hipercolesterolemia a sintese de apo E & maior. Assim, a VLDL
tem maior afinidade pelos receptores hepaticos, especificos. De outro lado, a
inibicdo da sintese hepatica do colesterol promove a remogdo de maior

particulas de LDL.

A administragdo da pravastatina ou sinvastatina, associada a vitamina E
em coelhos hipercolesterolémicos, apresentou uma mudanga mais favoravel e
rapida do perfil lipidico do que a administragédo das drogas isoladamente. Isto
leva a pensar que as drogas teriam melhores condigdes de exercer seu efeito
hipocolesterolémico na presenga da vitamina E ou que esta ultima potencializa o
efeito das drogas. O tratamento de vitamina E + pravastatina mostrou
diminuigdo dos niveis da LDL-colesterol e VLDL-colesterol no segundo dia de

tratamento, enquanto que os niveis de colesterol total, triacilgliceréis e as
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relagdes lipidicas de CT/HDL-c e LDL-c/HDL-c comegaram a diminuir no quarto

dia de tratamento.

Os tratamentos com vitamina E + sinvastatina mostraram repostas
semelhantes, com o decorrer do tempo, com a excegao de que os niveis da LDL-
c foram diminuidos no quarto dia de tratamento e as relagdes lipidicas CT/HDL-c
e LDL-c/HDL-c diminuiram no sexto dia de tratamento. A diminuigéo dos niveis
da HDL-c e a alteragédo da composigdo foram significativas no sexto dia para
ambas associagdes de tratamento. Observou-se diferenga significativa dos
niveis da VLDL-c no sexto dia de tratamento, sendo que o grupo PE-6
apresentou uma diminuigdo mais acentuada em relagéo ao grupo SE-6.

Em todos os tratamentos, observou-se que o efeito rapido atinge,
primeiramente, os niveis de VLDL-c e, em seguida, os niveis de LDL-c e o
colesterol total.

As mudangas nas percentagens das lipoproteinas foram evidentes no
sexto dia de tratamento, quando a percentagem da HDL-colesterol apresentou-
se aumentada em contraposi¢ao a diminui¢cdo da VLDL-c e LDL-c, o que levou a
sugerir que o transporte reverso do colesterol, através da HDL, comegou a

reiniciar suas fungoes neste periodo de tempo.

Desde que o transporte de colesterol a tecidos extrahepaticos €
primariamente realizado pela LDL, enquanto que HDL transporta o colesterol em

sentido reverso para sua ulterior excregéo, as relagdes lipidicas s&o importantes.

Os indices de risco de padecimento da doenga cardiocoronaria, CT/HDL-c
e LDL-c /HDL-c foram diminuidos nos grupos que receberam os tratamentos
durante seis dias, resultado que & consequéncia da diminuigdo do colesterol
total, LDL-c e o aumento discreto da HDL-c. Assim, os menores valores destas
relacdes correspondem ao menor risco da doenga, sendo que os grupos PE-6 e

SE-6 apresentaram os menores valores.

Cabe ressaltar que as drogas pravastatina e sinvastatina alcangam um

pico de incorporagdo no figado duas horas apdés sua administragao
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(GERMERSHAUN et al., 1989), enquanto que a vitamina E alcanga um pico de
incorporagédo na VLDL apdés 4 horas e na LDL apés 24 horas de sua
administragdo (TRABER & KAYDEN, 1989).

A associagéo de vitamina E com drogas redutoras dos niveis do colesterol
plasmaticos ndo tem sido relatada na literatura, com excegdo do trabalho de
ANDERSON et al. (1995), que associaram lovastatina, outra droga inibidora da
HMG-CoA redutase, com probucol, agente antioxidante, para o tratamento de
pacientes com doenga coronaria. Estes autores encontraram melhores
resultados com a combinagdo de tratamento na diminuigdo da LDL-c, na
resisténcia a sua oxidacéo e no restabelecimento da fungéo endotelial, do que o
uso isolado de drogas redutoras de colesterol, indicando que a combinagao de
agentes antioxidantes com redutores de colesterol € uma boa estratégia para
prevenir a aterosclerose.

GOLDSTEIN et al. (1979) foram os primeiros a propor que a LDL
modificada quimicamente de modo artificial (por exemplo, a acetilagéo), aumenta
sua captagdo por macréfagos e provoca maior acumulo de colesterol em
experimentos in vitro. Nos sistemas biologicos, a LDL é modificada
oxidativamente e ocorre em diversas desordens metabdlicas, como na
hipercolesterolemia, na hiperlipidemia combinada (STEINBERG et al., 1989) e
na diabetes melittus (DEJAGER et al., 1993). A LDL oxidada tem a capacidade
de interagir com receptores “scavenger” das células fagocitarias, os quais nao
sd0 regulados pelo contetido de colesterol intracelular, resultando na formagao
das células espumosas que sdo caracteristicas da lesdo aterosclerdtica inicial,
desencadeando varias alteragdes do metabolismo das células da parede

arterial.

A oxidacdo da LDL acontece quando é submetida ao “stress”, ou seja,
quando existe o predominio de espécies oxidantes (radicais livres) que reagem
com os lipidios da LDL (HALLIWELL, 1995: GRUNDY, 1993; STEINBERG et al,
1989; PARTHASARATHY et al., 1986). A lesao provocada pelo “stress” oxidativo

pode ser descrita como consequéncia do potencial antioxidante insuficiente do
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organismo e/ou da exacerbagdo de processos que induzam a produgéao de

espécies oxidantes.

Estudos epidemiolégicos mostram a relagdo inversa entre antioxidantes
plasmaticos tais como tocoferol, caroteno e ascorbato e a incidéncia de doengas
cardiovasculares (RIMM et al., 1993, RIEMERSMA et al, 1991; GEY et al,
1991). A necessidade desses antioxidantes é, provavelmente, aumentada
quando a quantidade de lipidios plasmaticos € alta, como acontece na
hipercolesterolemia. O defeito no catabolismo da LDL e de outras lipoproteinas
que ocorre nas hipercolesterolemia resulta no aumento da meia-vida dessas
particulas no plasma, que apresentam maior taxa de infiltragdo para o intersticio
arterial, aumentando, assim, a probabilidade de interagirem com espécies
oxidantes geradas pelas células.

No presente trabalho, foi demonstrado que o alfa-tocoferol (apbs sua
incorporagdo in vivo) aumenta a resisténcia da LDL a oxidagao. O alfa-tocoferol
reduziu a peroxidagao da LDL nativa e da LDL submetida ao estresse oxidativo
in vitro, diminuindo, assim, sua susceptibilidade para a oxidagéo. O alfa-tocoferol
& um antioxidante altamente especifico, rompe a cadeia de reagbes causada
pelas espécies oxidativas, evitando a peroxidagéo de lipidios nas membranas
celulares, e protegendo os acidos graxos polinsaturados dos ataques dos
radicais livres (HALLIWELL & CHIRICO, 1993). A suplementagao oral de alfa-
tocoferol garante sua distribuigdo homogénea na particula de LDL e sua

protecdo contra a oxidagao.

TRABER & KAYDEN (1989) relataram que 30% do alfa-tocoferol
administrado a sujeitos normais, incorpora-se no plasma ap6s 24 horas da sua
ingestdo. Este autores demonstraram que o conteudo de alfa-tocoferol na fragao
dos quilomicrons e VLDL, alcangam um pico 4 horas ap6s a administrag&o oral,

enquanto que as fragdes de LDL e HDL alcangam um pico em 24 horas.

Em outro estudo, TRABER et al., 1990, observaram que o alfa-tocoferol
nos quilomicrons plasmaéticos apresentaram concentragbes maximas entre 6 e
12 horas, apds a ingestao oral de alfa-tocoferol por sujeitos normais. Este tempo

é consistente com o tempo de residéncia da apo B-48 dos quilomicrons, que €
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aproximadamente 5 horas. No plasma 0s quilomicrons s&o catabolisados pela
lipoproteina lipase, enzima localizada na superficie endotelial. Os quilomicrons
remanescentes sao removidos pelo figado e seus lipidios s&o usados para a
formagao da VLDL, processo que € acompanhado pela incorporagao especifica
de alfa-tocoferol (KAYDEN & TRABER, 1993). Na circulagdo a VLDL é
convertida em LDL, que fica enriquecida com alfa-tocoferol. A hidrélise da VLDL
permite, também, a transferéncia de alfa-tocoferol para a HDL e desta maneira o

alfa-tocoferol esta em constante fluxo entre as lipoproteinas.

KAYDEN & TRABER, 1993, observaram que o plasma de individuos
normais, submetidos a uma dose de 400 U.l. de a-tocoferil acetato, apresentou
concentragbes méximas de alfa-tocoferol nos quilomicrons, apés 4 horas da
ingestdao, enquanto que as fragbes de VLDL e LDL apresentaram uma

concentragdo méxima, ap6s 24 horas de ingestao.

Os efeitos do alfa-tocoferol, em periodos de curto tempo, o “time course”,
nao tém sido descritos na literatura, ndo obstante, os estudos acima descritos
indicam que a incorporagéo de alfa-tocoferol nas particulas de LDL ocorre apos
24 horas da ingestéo oral. No presente estudo, observou-se um efeito rapido da
vitamina E quando foi administrado 50 U.1. de alfa-tocoferol durante 2 dias. Este
tempo foi suficiente para sua incorporagé@o nas lipoproteinas, especialmente na
LDL, cuja concentragéo estava aumentada na hipercolesterolemia experimental.
Estes achados poderiam ser atribuidos & agéo da vitamina E como sequestrante
de radicais livres e parecem ser interpretados como um indicador de que a dose
usada de vitamina E é suficiente para inibir 50% da oxidagéo da LDL nativa e
65% da LDL induzida & oxidagdo. A suplementagdo da vitamina E, por seis dias,
resultou na inibigdo de 65 e 70% para LDL nativa e LDL oxidada
respectivamente.

KLEINVELD et al. (1994) relataram que uma dose baixa de alfa-tocoferol
de 10 mg/kg de peso corporal fornecida a coelhos Watanabe, foi suficiente para
aumentar os niveis plasmaticos em 4 vezes, apods a ingestéo diaria, durante um

més. A maior quantidade de alfa-tocoferol tornou-se saturavel. A LDL isolada
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mostrou redugao da velocidade maxima da oxidagdo in vitro (60%), quantificada

através da formagéao de conjugados dienos.

PRASAD & KARLRA (1993) relataram que a administragdo de uma dose
de vitamina E, equivalente a 14 U.l. de alfa-tocoferol reduziu os niveis de MDA
plasmatico (43%) de coelhos alimentados com dieta enriquecida de colesterol,
no primeiro més de tratamento. WOJCICKI et al. (1991) verificaram, também,
uma diminuigdo dos niveis de MDA plasmatico em coelhos
hipercolesterolémicos, apds receberem 30 U.l. de alfa-tocoferol, durante 3
meses. WILLIAMS et al. (1992) administraram 500 U.l. de alfa-tocoferol a
coelhos Watanabe, durante um més. Estes autores observaram uma redugéo de
49% na oxidagéo in vitro da LDL.

Estudos em humanos tém relatado que doses de 1.200 U.l. de alfa-
tocoferol, durante 7 dias, reduziram 29% da oxidagao in vitro da LDL isolada de
pacientes hipercolesterolémicos, apés o tratamento (DUJOVNE et al., 1994).
PRINCEN et al. (1992) observaram um aumento da resisténcia a oxidagéao da
LDL (41%) determinada pela fase /ag (o tempo que precede a oxidagao in vitro
da LDL), em sujeitos normais que receberam 1000 U.l. de alfa-tocoferol durante
7 dias.

As altas concentragdes da LDL e o maior tempo de permanéncia na
circulagdo, no caso da hipercolesterolemia, permitem a maior passagem das
LDL para as células endoteliais, onde podem sofrer oxidagdo pelos radicais
livres, que se formam normalmente nas células, como consequéncia das
reagbes metabdlicas, como por exemplo, a degradagdo do acido nitrico (CHIN et
al., 1992). Um grande numero de radicais livres (hidroxilo, peroxilo, superoxido)
estao envolvidos no processo da modificagdo da LDL. Nao obstante, a oxidagao

da LDL também depende da suas caracteristicas fisicas e composigdo quimica
(CROFT et al., 1995).

O aumento da resisténcia a oxidagdo da LDL tem implicagbes

importantes. A oxidagdo da LDL ocorre, principalmente, no compartimento
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extravascular e em microambientes protegidos dos antioxidantes naturais
presentes no plasma. Sendo a LDL-oxidada citotdxica, causa a perda de células
endoteliais que recobrem as estrias gordurosas e, a partir dai, desencadeia-se a
agregacgao plaquetaria, liberagdo de fatores de crescimento e proliferagéo
celular, além de promover o recrutamento e retengdo de macréfagos na intima
arterial. Portanto, a suplementagao de alfa-tocoferol limita a oxidagéo da LDL e

os eventos produzidos por esta particula.

O efeito protetor da vitamina E contra a aterosclerose pode ser
decorrente, principalmente, de sua atividade antioxidante e, parcialmente, das
mudangas sobre as atividades das enzimas antioxidantes e sua ag&o sobre a
reducdo da agregacgdo, adesdo de plaquetas, inibigdo da proliferagdo celular,
propriedades que poderiam estar envolvidas no seu efeito antiaterogénico
(MANTHA et al., 1993; BURTON & INGOLD, 1989).

Quando se avaliou a atividade antioxidante de pravastatina e sinvastatina,
foi observado que a administragdo de pravastatina reduziu a oxidagao in vitro da
LDL no quarto dia de tratamento, enquanto que a atividade antioxidante de
sinvastatina foi observada apds 6 dias de tratamento. Neste periodo de tempo, a
pravastatina e a sinvastatina reduziram os niveis de MDA 19 e 18%,
respectivamente, valores significativamente menores que quando estas drogas
foram associadas com vitamina E. Ambas as drogas nao apresentaram atividade

antioxidante na LDL nativa durante este periodo de tempo.

BREDIE et al. (1995) relataram que a sinvastatina foi capaz de reduzir a
velocidade de oxidagao da LDL isolada apés o tratamento com 20 mg durante 20
semanas. AVIRAM et al. (1992) observaram que LDL oxidada na presenca de
lovastatina (outra droga inibidora da HMG-CoA redutase) reduziu a formagéo de
MDA (24%). GIROUX et al. (1993) verificaram que macréfagos, em cultura
tratados com sinvastatina, reduziram a formagdo de ions super6xidos e a
oxidagdo da LDL, sugerindo que a sinvastatina poderia inibir a atividade da

NADPH oxidase na produgao dos ions superoxidos.
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HOFFMAN et al. (1992) demonstraram que a pravastatina diminuiu o
conteido de MDA (22%) na oxidagdo da LDL isolada de pacientes que

receberam 20 mg durante 6 semanas.

A atividade antioxidante da pravastatina e da sinvastatina encontrada nos
experimentos realizados, provavelmente nao esta relacionada a seu efeito
redutor dos niveis de colesterol e de suas fragbes, nao estando claro o seu
mecanismo. Pode-se supor que a mudanga da composigéo da LDL altere suas
caracteristicas, fazendo com que a particula seja menos oxidada. A redugéo do
conteudo de fosfolipidios na LDL e, portanto, a menor exposigéo de acidos
graxos na superficie diminuem a susceptibilidade para a oxidagdo. Outra
possivel explicagdo para a redugdo da oxidagédo da LDL é a de que as
populagbes da LDL foram diferentes apds tratamento. A remogao destas
particulas por estas drogas induzem o enriquecimento de novas formas de
lipoproteinas, como resultado a resposta hepatica. Por outro lado, estas drogas
podem atuar como sequestrantes dos radicais livres, através de seus

hidrogénios ativos na estrutura molecular.

Quando se avaliou o efeito da vitamina E associada a pravastatina ou
sinvastatina, foi observada atividade antioxidante a partir do segundo dia de
tratamento. As concentracdes de MDA diminuiram a 42 e 51% para a LDL nativa
e 60 e 53% para LDL oxidada nos grupos com vitamina E + pravastatina e

vitamina E + sinvastatina, respectivamente, ap6s o tratamento de 6 dias.

Estes resultados indicam que o efeito antioxidante da vitamina E foi maior
do que a associagdo com as drogas hipocolesterolémicas, o que poderia ser
explicado por uma interagdo inicial entre as drogas e a vitamina E,
possivelmente implicada nos mecanismos de 6xido-redugéo.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a vitamina E
administrada isoladamente ou associada a drogas inibidoras da HMG-CoA
redutase, melhora o perfil lipidico, reduzem a peroxidagdo das lipoproteinas
plasmaticas (LDL), representando assim uma nova estratégia na prevengao da

aterosclerose.
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6 CONCLUSOES

Através da hipercolesterolemia experimental induzida em coelhos pdde-

se inferir que:

1) A vitamina E tem um potente e rapido efeito protetor que reduziu a
oxidacéo da LDL nativa e da LDL submetida ao estresse oxidativo in
vitro, diminuindo a formag&o do dialdeido malonico.

2) A vitamina E associada & pravastatina ou sinvastatina alterou
rapidamente o perfil lipidico da aterogénese, diminuindo os niveis
plasmaticos de colesterol total, LDL-colesterol, VLDL-colesterol,
triacilglicerdis, e aumentou a HDL-colesterol.

3) A suplementagdo com vitamina E provocou diminuigdo do colesterol
total, LDL-colesterol, VLDL-colesterol e triacilglicerdis plasmaticos, com
tendéncia a normalizar o perfil lipidico na hipercolesterolemia.

4) A pravastatina , a sinvastatina isoladas ou quando associadas com
vitamina E modificaram a composi¢do da LDL. alterando sua relagao
lipidio/ proteina.

5) A pravastatina e a sinvastatina reduzem a susceptibilidade da LDL a
sofrer peroxidagéo lipidica in vitro , por mecanismos independentes de
seu efeito hipocolesterolémico.

6) As drogas hipocolesterolémicas associadas a vitamina E demonstraram
um efeito mais rapido que quando administradas isoladamente,
indicando um efeito sinergistico, que pode representar uma nova

estratégia para reduzir ou retardar o processo ateroscleroético.
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