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RESUMO

O émega-3 € um acido graxo nutracéutico, que tem sido utilizado para prevenir as
doencas cardiovasculares, das quais a aterosclerose é a principal causa de
morbidade e mortalidade, tornando o infarto do miocardio e o acidente vascular
encefalico suas principais consequéncias. Objetivo: Este trabalho teve como
objetivos verificar a existéncia de efeitos preventivos do émega-3 na formacao da
doenca aterosclerotica, através da inducédo de dieta hiperlipidémica em coelhos,
quantificar o comprometimento aterosclerético da luz arterial bem como, analisar os
niveis lipidicos séricos (colesterol total, fragdes, triglicerideo e HDL). Material e
Método: 21 coelhos albinos, machos da raca Nova Zeldndia foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos com sete animais, a saber: Grupo Controle (G1) cujos
animais receberam racdo e agua ad libitum; Grupo Hiperlipidémico (G2) racao e
agua ad libitum, mais 20 ml de gema de ovo de galinha em dividida em duas
tomadas e o Grupo Tratado (G3) que além dos 20 ml de gema, ingeriu 221
mg/kg/peso de 6mega-3, bem como racao e agua ad libitum. O sangue foi coletado
para verificar 0os niveis séricos e apds 99 dias de experimento, os animais foram
submetidos a eutanasia para retirada dos seguintes fragmentos: arco aoértico, artéria
carotida comum direita e artéria femoral direita. Os resultados foram comparados
pelos métodos estatisticos ANOVA, e teste de Kolmogorov-Smirnorv. Resultados:
Nao houve diminuicdo dos niveis séricos do colesterol total, e fragdes, o triglicerideo
e nao aumentou o HDL. Houve espessamento da camada subendotelial e formacéao
de células espumosas, nos grupos G1 e G2. Conclusao: O 6mega nao tem efeito
preventivo na reducdo das placas ateromatosas, houve aumento do
comprometimento da luz arterial em 57,55%.

Palavras chaves: Aterosclerose. Coelho. Acidos graxos Omega-3. Dieta
hiperlipidémica. Coronariopatia.



ABSTRACT

The nutraceutical omega 3 fatty acid, which has been used to prevent cardiovascular
disease; on the other hand, atherosclerosis is the leading cause of morbidity and
mortality, becoming myocardial infarction and strokes the main consequences.
Objective: This study aimed to verify the preventive effects of omega-3 in the
formation of atherosclerosis, inducing hyperlipidemic diet in rabbits to quantify the
atherosclerotic involvement of the arterial lumen and to evaluate serum lipid levels
(total cholesterol, fractions, triglycerides and HDL). Methods: 21 male rabbits New
Zealand white race were randomized into three groups with seven animals, namely:
control group (G1) where the animals received food and water ad labium; group
hyperlipidemic (G2) food and water ad labium, 20 ml of chicken egg yolk divided in
two doses and treated group (G3) that in addition to 20 ml of yolk, ingested 221 mg /
kg body weight of omega-3 as well as food and water ad labium. The blood was
collected to determine serum and after 99 days of the experiment, animals were
euthanized for removal of debris following: aortic arch, right common carotid artery
and right femoral artery. The results were compared using statistical methods of
ANOVA, and Kolmogorov-Smirnorv. Results: There was no decrease in serum total
cholesterol and fractions, and triglyceride did not increase HDL. There was
thickening of the sub endothelial layer and formation of foam cells in G1 and G2.
Conclusion: The Omega has no preventive effect in reducing atherosclerotic
plaques; there was increased in the arterial lumen at 57.55%

Key words: Atherosclerosis. Rabbit. Omega-3 Fatty Acids. Hyperlipidemic diet.
Coronariopathies.
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1 INTRODUGAO
e

O termo aterosclerose foi criado para diferenciar um tipo especial de
arteriosclerose, que acompanha um depésito gorduroso, sendo 0 mais importante,
pois as placas ateromatosas levam a oclusdo da artéria, e a instalacdo de varias
sindromes isquémicas graves como infarto do miocardio e encefalico (PORTO;
RASSI; LEITE, 1981; DUQUE, 1998).

A doenca cardiovascular é considerada a principal causa de morte em nosso
pais, cerca de 30% dos Obitos para todas as faixas etarias, sendo o acidente
vascular cerebral a primeira causa de morte, seguido da doenca isquémica do
coracao (SANTOS FILHO; MARTINEZ, 2002). Em 2002, ocorreram 85.599 ¢bitos,
correspondendo a um ter¢co da mortalidade total do Pais, tendo como principal
mecanismo etiopatogénico o processo da aterosclerose (AFIUNE NETO et al., 2006;
ROSINI; MACHADO; XAVIER, 2006).

A aterosclerose e suas complicagdes trombédticas predominam entre as
causas de morbidade e mortalidade, principalmente no mundo ocidental sendo a
principal causa de morte (HANSSON; NICOLETTI, 2001; SERRANO JUNIOR;
SOUZA; PAIVA, 2001; GOMES; CARMO, 2006). A doenca arterial obstrutiva
periférica promove limitagdo funcional, em consequéncia da isquemia caracterizada
pela formacao de placas de ateroma nas artérias e esta associada a alto risco de
morbimortalidade cardiovascular (DURAZZO et al., 2005; LICHTENFELS et al.,
2007)

Entre os fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose estao as
taxas elevadas de lipideos, principalmente as LDL (lipoproteinas de baixa
densidade) que tem ocupado um papel de destaque na etiologia da aterosclerose,
assim como a hipercolesterolemia, combinada com o crescimento dos niveis de
colesterol e triglicerideos (DURRINGTON, 2003; VILARINO; ESPER; BADIMON,
2004; GOTTLIEB; BONARDI; MORIGUCHI, 2005). Além de histérico familiar, sexo
masculino, idade avancada e a dislipidemia, estdo a hiperlipidemia, a hipertenséo, a
diabetes e o tabagismo, que desempenham papéis importantes na incidéncia e na
progressdao da doenca (ORR et al., 2005; LICHTENFELS et al., 2007; SANTOS;
BORTOLOZO, 2008).
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Em estudos experimentais, clinicos e epidemiolédgicos foi informado que o
6mega-3 protege contra a aterosclerose coronariana e morte subita (URQUIAGA,
2004). Porém nem todos os individuos com fatores de risco aterogénico, como a
hipercolesterolemia, desenvolvem a aterosclerose (SHI et al., 2005). Um dos fatores
nutricionais influentes para a aterosclerose é o consumo de uma dieta rica em
acidos graxos saturados, estes compostos podem aumentar o nivel de colesterol
(DE LA CRUZ et al., 1997).

Pesquisas realizadas em esquimés da Groenlandia, com a ingestao de
6mega-3, provaram a protecao contra doencas cardiovasculares, em que houve uma
baixa significativa do colesterol total, lipoproteina de baixa densidade e dos
triglicerideos (SCHWALFENBERG, 2006). Para esta pesquisa foi utilizado um
nutracéutico o 6leo de peixe acido graxo poli-insaturado émega-3 que nao pode ser
produzido endogenamente pelos seres humanos, sendo oriundo apenas de dieta.
Os 6leos de peixe sao poli-insaturados; ricos em acidos docosahexaendico (DHA) e
acido eicosapentandico (EPA) (HYRAYAMA et al., 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Verificar a existéncia dos efeitos do 6mega-3 na formagdo da doenca

aterosclerotica, por meio da inducao de dieta hiperlipidémica em coelhos.
2.2 Objetivos Especificos:

Analisar o efeito do 6&mega-3, utilizando o modelo de aterosclerose
experimental de Santos (2008) nos seguintes aspectos:

v" Induzir a dieta hiperlipidémica, com gema de ovo de galinha;
v" Quantificar o comprometimento aterosclerético da luz arterial;
v Nos niveis lipidicos séricos (colesterol total, fracoes e triglicerideo)
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Etiologia da Aterosclerose

Considerada uma patologia complexa, a aterosclerose ocorre em artérias de
grande e médio calibre, tendo como localizagdes as corondrias, carétidas e aorta
(HANSSON, 2001; MA et al., 2008; DIJK et al., 2010) sendo a aorta a que mais
aparece nas alteracoes de aterosclerose precoce (OLIVEIRA, 1984).

Essa é caracterizada pela migragéo e proliferacao de células musculares lisas
e endoteliais, presenca de células inflamatérias; levando a formacao de depésito
com placas amarelas, que contém colesterol, lipideos e células espumosas para o
revestimento interno da artéria na formacao de trombo e calcificacdo de forma que
as lesbes avangadas podem obstruir a luz do vaso (HANSSON, 2001; FRANCOSO;
COATES, 2002; HILTUNEN et al.,, 2002; ARAB et al.,, 2003; SEYAMA; WACHI,
2004; HOWARD-ALPE; SEAR; FOEX, 2006; NOBRE et al., 2006; RAUDALES et al.,
2006; SWIRSKI et al., 2006; ZHAO, 2007; ZOHDI; HOLZAPFEL; BERGER, 2007;
BAMPI et al., 2009; HAHN; SCHARTZ, 2009; ABDELHALIM; ALHADLAQ; MOUSSA,
2010; TZIAKAS et al., 2010)

A aterosclerose é a principal causa de morbidade nos paises desenvolvidos:
como um dos mais significativos problemas de saude devido a taxa de mortalidade
elevada (CARVAJAL; ANGULO, 1997; SHIKATU, 2004; GIROLDO et al., 2007;
GROSS et al., 2007; ZANDBERGEN; PLUTZKY, 2007; MA et al., 2008; RIBEIRO;
WANG et al., 2008) comprometendo artérias por complicacdes aterotrombaticas,
sendo a causa mais frequente de ataque cardiaco e de acidente vascular cerebral
(SANTOS et al., 2003; ARAUJO, 2007; RAMAN et al., 2007; KOLANKIEWICZ et al.,
2008; BAMPI et al., 2009; ROBINSON et al., 2009; BENTZON; DIJK et al., 2010;
FALK, 2010).

O desenvolvimento da aterosclerose é lento. Com inicio precoce, a agressao
ao endotélio vascular é devida a diversos fatores de risco como: elevacao de
lipoproteinas aterogénicas, hipertensao arterial ou tabagismo, e tem o ateroma como
caracteristica do depdsito de lipideos na camada intima da artéria, (OLIVEIRA et al.,
1996; ARAB et al.,, 2003; JONGSTRA-BILEN, 2006; BRAGA; BARLETA, 2007;
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SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007; LAl et al. 2009).

A formacao de lesdo e estreitamento luminal podem, por sua vez, diminuir a
luz das artérias gradualmente, e assim as romper, conduzindo a formacédo de
trombos e oclusdo da luz arterial; sendo mais caracterizada pelo seu
desenvolvimento focal em grandes artérias de regides definidas, como bifurcacdes,
que produzem padrdes de fluxo complexo (HASTINGS et al., 2007; HAHN;
SCHWARTZ, 2009). Frequentemente, o local mais afetado sdao as artérias que
suprem o coracao (RIBEIRO; SHIKATU 2004) sendo responsaveis por 95% das
coronariopatias (VENANCIO; BURINI; YOSHIDA, 2004).

A aterosclerose é considerada uma doenga inflamatéria crdnica de origem
multifatorial; ocorre em resposta a agressao endotelial, acometendo principalmente a
camada intima das artérias, provocando a formacédo da lesdo, e resultando na
primeira etapa da aterosclerose (HILTUNEN et al., 2002; WADDINGTOM et al.,
2003; HUR et al., 2005; KHARBANDA; MACALLISTER, 2005; GALKINA et al., 2006;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007; MA et al., 2008; CHUMAEVA,
et al., 2010).

O processo aterosclerético causa alteracao no funcionamento do endotélio
vascular, sendo considerado como extremamente dindmico e progressivo, resultante
da combinacao entre a disfuncao endotelial e a inflamacéao (DENARDI et al., 2008;
CHUMAEVA et al., 2010). Sendo um processo que esta relacionado a uma resposta
inflamatéria crbnica da parede arterial, cuja progressdo é mantida pela interacao
entre as lipoproteinas modificadas, macréfagos derivados de mondcitos, linfocitos T
e constituintes celulares normais da parede arterial, que contribuem para o
crescimento e desenvolvimento da placa, e finalmente sua ruptura (CHEN; CHANG;
JIANG, 1999; COTTIN et al., 2001; MASSBERG et al.,, 2002; HOWARD-ALPE;
SEAR; FOEX, 2006; RAUDALES et al., 2006; CASTRO et al., 2007; LITTE;
BALLINGER; OSMAN, 2007; ZANDBERGEN; PLUTZKY, 2007; ABDALLA; SENA,
2008; YUSOF; MILES; CALDER, 2008; HYAFIL et al., 2009; DORNAS et al., 2010;
TZIAKAS et al., 2010).
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3.2 Classificacao Anatomopatolégica das Lesoes Ateroscleroticas

A primeira classificacdo de aterosclerose foi realizada pela Organizacéo
Mundial da Saude em 1958, que se baseou na seguinte sequéncia: estrias
gordurosas, ateroma, placa fibrosa e lesdo complicada. Em 1990, a American Heart
Association (AHA) prop6s uma nova classificacdo morfolégica com base em oito
tipos de lesdes (GAUDIO et al., 2006) porém, a classificacdo das lesdes
ateroscleroticas proposta por Stary et al. (1995) foi adotada pela AHA, classificando
em seis fases na histéria natural da aterosclerose (GIANNINI, 2000).

3.21 Lesédodo Tipoll

A lesédo do tipo | ocorre com o espessamento adaptativo medial do vaso
(COTTIN et al.,, 2001) e consiste de pequenos depdsitos lipidicos na intima,
aparecendo como listas amarelas na parede do vaso, sendo descritas como “Estrias
gordurosas” consistindo de macréfagos repletos de colesterol, derivado
principalmente do LDL, sendo visivel a olho nu (KHARBANDA; MACALLISTER,
2005; ASGARY; SABERI; AZAMPANAH, 2007; MISSEL, et al., 2009).

Foi observado que, em coelhos hipercolesterolémicos, a primeira alteracao
que ocorre nas artérias € a aderéncia aumentada de mondécitos ao endotélio e
acumulo de macréfagos e células espumosas na tunica intima (GIANNINI, 2000;
FRANCA; FRANCA, 2001; SETORKI et al., 2009; DORNAS et al., 2010). A leséao
consiste de alteracdo funcional da célula endotelial sem alteragbes morfolégicas
evidentes, como ocorre no inicio da formagédo da placa (FARIA NETO; CHAGAS;
LUZ; 1999). O acumulo de monécitos na intima caracteriza estrias gordurosas,
visivel na aterosclerose humana e experimental (STARY et al., 1995; SWIRSKI,
2006).

3.22 Leséodo Tipo Il

As lesoes do tipo Il consistem em células espumosas dispostas em camadas
estratificadas adjacentes. Nesse tipo de lesdo as células musculares lisas os
macréfagos e os linfécitos, contém goticulas lipidicas (COTTIN et al., 2001;
FRANCA; FRANGCA, 2001). As constituidas de camadas de macrofagos, células

espumosas e lipidios carregados de células musculares lisas, incluem lesdes
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grosseiras, formando placas gordurosas (STARY et al., 1995; ASCARY; SABERI;
AZAMPANAH, 2007; MISSEL et al., 2009) em que h& o desnudamento endotelial e
lesdo da intima, sem comprometimento da lamina elastica interna (FARIA NETO;
CHAGAS; LUZ, 1999). O acumulo de lipoproteinas na intima; lipidios em macréfagos
e em células musculares lisas sao considerados em dois subtipos: Il-a e Il-b
(GIANNINI, 2000).

3.2.3 Leséao do Tipo lll

As caracteristicas classicas de lesées do tipo Ill sdo o espessamento de
lipidios extracelulares, e esse pode progredir para o avanco do tipo de lesdes IV e V
(KHARBANDA; MACALLISTER, 2005). Esse tipo é classificado como patolégico,
com espessamento da intima por uma placa mal formada e fibrosa, além da

auséncia de um nucleo necrético (VIRMANI et al., 2000).

A lesao do tipo Il é uma fase intermediaria entre o tipo Il e o IV, e contém
acumulo de goticulas lipidicas extracelulares e particulas que prejudicam a
coeréncia intima de algumas células do musculo liso (STARY et al., 1995). Chamada
de pré-ateroma contém maior quantidade de lipideo extracelular, formando nucleos
lipidicos (COTTIN et al., 2001; ASCARY; SABERI; AZAMPANAH, 2007); com
comprometimento da camada intima e da média (FARIA NETO; CHAGAS; LUZ,
1999),e depdsitos extracelulares de lipideos; evidéncias de dano e desordem
tecidual (GIANNINI, 2000) além de conter uma maior quantidade de colesterol livre,
acidos graxos, e triglicerideos (FRANGCA; FRANGCA, 2001).

3.24 Lesédodo Tipo IV

As lesbes do tipo IV sdo caracterizadas como ateroma, onde os depdsitos
lipidicos unir-se-ao para formar um nucleo lipidico extracelular (FRANGCA; FRANGCA,
2001; KHARBANDA; MACALLISTER, 2005). Essa lesdo possui nucleo lipidico
individualizado, formado pela fusdo das ilhotas de gorduras das lesdes do tipo I,
além de possuir macrofagos, gorduras (ASCARY; SABERI; AZAMPANAH, 2007) e
espessamento do nucleo lipidico extracelular (COTTIN et al., 2001).

Existe a confluéncia do conteudo de lipidios para um unico nucleo, mas sem a
formacao de capa fibrosa (FARIA NETO; CHAGAS; LUZ, 1999; VIRMANI et al.,
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2000). O acréscimo de massa de lipideos extracelulares forma um nudcleo de
gordura, com acentuado dano estrutural da intima (GIANNINI, 2000). Os lipideos
extracelulares sdo os precursores imediatos do nucleo lipidico extracelular (STARY
et al., 1995).

3.25 Lesédodo TipoV

A presenca de tecido fibroso é necessaria para a definicao de lesdes do tipo V
(COTTIN et al., 2001; KHARBANDA; MACALLISTER, 2005) que sdo mais maduras,
com formacéao da capa fibrosa. Posteriormente, as lesées maduras, com calcificacao
extensa, foram reclassificadas como V-b, e as lesbes com extenso tecido fibroso e
pouco lipidico, como V-c (FARIA NETO; CHAGAS; LUZ, 1999). A presenga de tecido
fibroso envolve o ndcleo lipidico e subdivide-se em 3 subtipos: lesdo V-a —
fibroateroma, com capa fibrética, envolvendo o nucleo lipidico; a lesdo V-b — placa
calcificada, com presenca de calcio no componente fibrético ou mesmo no ndcleo
lipidico; e as lesdes V-c — com tecido fibrético com auséncia de nucleo lipidico
(ASGARY; SABERI; AZAMPANAH; 2007).

As lesbes do tipo V comecam por volta da quarta década de vida. Essas,
geralmente, tém um nucleo lipidico, que também pode conter uma camada grossa
de tecido fibroso. Sdo lesdes em grande parte calcificadas — tipo V-b — e algumas
consistem principalmente de tecido conectivo fibroso e pouca ou nenhuma
acumulacao lipidico ou calcio — tipo V-c (STARY et al.,, 1995) é o fibroateroma,
associado ao desenvolvimento de camadas de colageno e de células musculares
lisas, que se colocam sobre o nucleo de lipides (GIANNINI, 2000). Trata-se de
ateroma com capsula fibrosa espessa, e com células que cobrem uma grande parte
de massa necrotica gorda VIRMANI et al., 2000).

3.2.6 Lesé&o do Tipo VI

E classificada como o tipo de lesdo complicada, formada por trombo, fissura,
hemorragia ou erosdo — essas sao a causa dos eventos coronarianos isquémicos
agudos. As placas avancadas podem sofrer hemorragia ou trombose (KHARBANDA,;
MACALLISTER, 2005). H& complicacdo quando existe remodelamento positivo do
vaso, presenca de um nucleo lipidico, capa fibrotica fina e presenca de grande
quantidade de células inflamatérias (FARIA NETO; CHAGAS; LUZ, 1999; GIANNINI,
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2000; COTTIN et al., 2001). Sao placas com lesbes — mostrando ruptura da
superficie luminal, com hematoma ou hemorragia — sendo definidas como ateroma
fiboroso (VIRMANI et al., 2000) associadas a presenca de material trombébtico,
hematoma, erosao ou fissura (GIANNINI, 2000).

3.3 Dislipidemia e Aterosclerose

A aterosclerose estd associada a anormalidades lipidicas; ativagéao
plaquetaria; trombose; inflamagéo; disfungdo endotelial; estresse oxidativo, entre
outros distlrbios (SIGNORI et al., 2006). E caracterizada por alteragcdes metabdélicas
inflamatérias com acumulo de lipidios na artéria (SEYAMA; WACHI, 2004). Os
lipidios na dieta desempenham um papel importante na bioquimica dos tecidos
vasculares (HUR et al., 2005) em que a principal causa é a obstrucao do fluxo de
sangue nos vasos sanguineos, em virtude da formacdo da placa de gordura
(LAMARAO; NAVARRO, 2007) que afeta todas as artérias (BAMPI et al., 2009).

Os niveis de colesterol plasméaticos variam conforme a idade e sexo, iniciando
sua producao com o nascimento, mostrando leve depressdo na adolescéncia e
sofrendo elevagdo na idade adulta. As mulheres costumam apresentar menores
niveis de colesterol, quando comparadas a homens da mesma idade (MELO; FREZ;
FREZ, 2008). A concentracdo das lipoproteinas LDL e HDL, na corrente sanguinea,
além de estar relacionada com o perfil genético, também é influenciada por habitos
alimentares (GIROLDO; ALVES; BAPTISTA, 2007; KOLANKIEWICZ; GIOVELLI;
BELLINASO, 2008).

As lipoproteinas tém papel importante na patogénese do dano vascular
aterosclerotico, levando a complicagcdes vasculares e/ou eventos isquémicos em
diferentes artérias (KUNSTMANN; GAINZA, 2006) e estdo intimamente relacionadas
ao desenvolvimento de placas ateroscleréticas, embora o colesterol seja o principal
componente da placa de ateroma (FREITAS, 2004; SANTOS; BORTOLOZO, 2008).
A alta concentracdo de colesterol total, triglicerideos e LDL, e uma baixa
concentragcao plasmatica de HDL sao considerados importantes fatores de risco para
a expressao da doenca coronaria (CASTRO et al., 2005) sendo o HDL inversamente
relacionado com o risco de eventos ateroscleréticos, por possuir atividade anti-
aterogénica, sendo mais preventivo (KAUR; BANSAL, 2009).
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As dislipidemias primarias, ou sem causa aparente, podem ser classificadas
genotipicamente ou fenotipicamente por meio de analises bioquimicas — considera-
se os valores do CT, LDL, TG e HDL. Compreende-se quatro tipos principais bem
definidos em hipercolesterolemia isolada, hipertrigliceridemia isolada, hiperlipidemia
mista e diminuigéo isolada do HDL, ou associada ao aumento dos triglicerdis ou LDL
(CASTRO et al., 2004; CHACRA; DIAMENT; FORTI, 2005).

Quadro 1 - Valores de referéncia para o diagndstico de dislipidemias em adultos

Lipidios Valores Categoria
CT <200 Otimo
200-239 Limitrofe
2240 Alto
LDL-c <100 Otimo
100-129 Desejavel
130-159 Limitrofe
160-189 Alto
2190 Muito alto
HDL-c <40 Baixo
>60 Alto
TG <150 Otimo
150-200 Limitrofe
200-499 Alto
=500 Muito alto

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007

O principal fator desencadeador da aterosclerose é caracterizado como
alteracbes qualitativas e/ou quantitativas dos lipideos e lipoproteinas sanguineas,
que podem acontecer em decorréncia de varios fatores, sendo a dieta a mais
importante (BRAGA; BARLETA, 2007). Os mecanismos pelos quais as diversas
lipoproteinas se relacionam com as doengas cardiovasculares sdo complexos,
envolvendo a formacgéao de células espumosas, resposta inflamatoéria, alteracées do
endotélio e placas ateroscleréticas (CASTRO; BARROSO; SINNECKER, 2005).
Sendo o acumulo extracelular de lipidios e colesterol uma reacgao inflamatéria, que
desempenha um papel importante na iniciacdo e progressdao de um processo
patolégico em uma doenga aguda (MASSARQO et al., 2010).

Essencialmente, a LDL em excesso se acumula na camada intima da artéria,
induzindo a uma série de eventos bioquimicos e biomecanicos, envolvidos no
desenvolvimento da lesdo da placa aterosclerética (ZOHDI; HOLZAPFEL; BERGER,
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2004). E por apresentar menor densidade, é transportada contiguamente a parede
vascular do vaso sanguineo, o que favorece sua ligacdo ao endotélio vascular, apos
alteracoes oxidativas, contribuindo para a progressdao da doenca aterosclerética
(GIROLDO; ALVES; BAPTISTA, 2007).

Existe evidéncia de que os niveis elevados de CT, LDL e triglicerideo, assim
como os niveis baixos de HDL aumentam o risco cardiovascular — entre os fatores
de risco, o mais importante sdo os bioquimicos, como lipideos e marcadores de
inflamacdo (CARVAJAL; ANGULO, 1997; FREITAS, 2004; SHI et al., 2005;
KUNSTMANN; GAINZA, 2006; MELO; FREZ; FREZ, 2008; YUSOF; MILES;
CALDER, 2008). Portanto o HDL exerce efeito protetor contra o desenvolvimento da
aterosclerose, contribuindo para o transporte reverso de colesterol das células para
o figado; inibicdo da oxidacdo e agregacao da LDL, e prevencédo do dano vascular
causado pelas LDL oxidadas, promovendo uma diminuicdo na morbimortalidade da
doenca arterial coronariana (GIROLDO; ALVES; BAPTISTA, 2007; SANTOS;
BORTOLOZO, 2008).

3.4 Fisiopatologia da Formacao da Placa Aterosclerética

Evidéncias anatomopatolégicas indicam que a formacdo da placa
aterosclerética normalmente leva décadas para se desenvolver (CHEN; CHANG;
JIANG, 1999), inicia-se na infancia e progride lentamente até a vida adulta
(ROMALDINI et al., 2004; NOBRE et al., 2006). Em modelo experimental com
animal, o desenvolvimento é relativamente curto (CHEN; CHANG; JIANG, 1999)
sendo dificil identificar os fatores responsaveis pela iniciagdo — a ordem em que
esses fatores contribuem para a formacdo da placa — porém os niveis de LDL
desempenham um papel importante no desenvolvimento da placa ateromatosa
(MILIOTI et al., 2008).

O desenvolvimento da placa esta relacionada a diversos estagios, desde o
deposito de lipideos a sua ruptura, e suas complicacoes trombéticas (ROMAN;
WENDLAND; POLANCZYK, 2007) em resposta a uma reacao inflamatéria localizada
na parede do vaso (ORR et al., 2005). O desenvolvimento de células espumosas, é
o resultado da migracao de mondcitos, e absorcdo de quantidades excessivas de

lipoproteinas do plasma (ZHAO et al., 2007), permitindo a parede arterial se
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expandir e acomodar o desenvolvimento da placa, reduzindo o avanco sobre o
limen, no entanto pode haver retracdo da parede arterial na presenca da placa
aterosclerotica, com consequente estreitamento luminal (MCLEOD et al., 2004).
Deve-se ressaltar que algumas complicacbes das placas ateroscleroticas tém
importancia na evolucao da doenca (TARDINI; YOSHIDA, 2003),

A morfologia da placa vem sendo estudada principalmente em relagao a
ruptura, pois ndo existe um tempo de quando ocorre, se no inicio da formagéao ou no
trombo, caracterizada por hemorragia (MASSARO et al., 2010; KRAMER et al.,
2009). Ao longo do tempo, o desenvolvimento da lesdao pode provocar fissuras na
placa e ruptura, levando, em alguns casos, ao infarto do miocardio ou acidente
vascular cerebral (HANSSON, 2001; WADDINGTON et al., 2003; GALKINA et al.,
2006; HAHN; SCHWARTZ, 2009) pois reduz a funcdo endotelial, limitando o
didmetro efetivo dos vasos, e pode desencadear varios tipos de acidentes
vasculares (HANSSON, 2001; LITTLE; BALLINGER; OSMAN, 2007).

A disfuncdo endotelial € um dos primeiros passos na génese da placa
aterosclerotica (CABALLERO et al., 2006). As alteracdes das caracteristicas do fluxo
sanguineo ocorre, resultando em aumento da turbuléncia e na diminuicdo do
estresse de cisalhamento; levando a alteragdes endoteliais — estas, precoces,
precedem a formacédo de lesbes aterosclerdtica e sdo responsaveis pela disfungao
das células endoteliais (HOWARD-ALPE; SEAR; FOEX 2006). A persistente
exposicdo do endotélio aos fatores de risco para as doencas cardiovasculares
produz inflamacao crdnica, caracterizada pelo aumento da aditividade dos leucdcitos
e das plaquetas (SIGNORI et al., 2007).

A doenca ateroscler6tica surge no curso da formacao de placas de lipidios na
parede arterial, de forma que as lesdes avancadas podem obstruir o limen do vaso
(RAMOS et al., 2007) sendo o resultado de uma complexa interagcdo entre
lipoproteinas, matriz extracelular e células da parede do vaso (LITTLE; BALLINGER,;
OSMAN, 2007), em que a composicao da placa, em vez do grau de estenose, pode
ter um papel central no desenvolvimento de eventos agudos aterotrombéticos, com
efeito de ruptura de placa vulneravel, sendo a principal causa de sindromes
coronarianas agudas (VELZEN et al., 2009).
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O conhecimento sobre os mecanismos fisiopatol6gicos relacionados ao
desenvolvimento e a desestabilizacdo da placa aterosclerética, é crescente, e ainda
nao esta esclarecido (TZIAKAS et al., 2010). Geralmente em coelhos, comegam em
artérias pequenas, ocorrendo mais no arco aortico, com uma tendéncia decrescente
nas partes inferiores da aorta (FINKING; HANKE, 1997). As lesGes ateroscleroticas
ficam aparentemente mais evidentes, associando-se a colesterol, gorduras
saturadas e proteinas animais — quando observadas em coelhos hiperlipidémicos
sao compostas principalmente de estrias gordurosas, semelhantes as lesées do tipo
Il da aterosclerose humana (CHEN; CHANG; JIANG, 1999; JALDIN et al., 2006).

3.5 Dieta hiperlipidémica e Aterosclerose

As mudancas nos habitos alimentares e a qualidade de vida estdo entre as
causas que provocam o aumento na incidéncia das doengas cardiovasculares,
sendo relacionadas com as transicdbes econOmicas, a urbanizacdo e a
industrializagdo (CASTRO et al., 2004; SCHERR; RIBEIRO, 2009).

A dieta gordurosa com acido graxo saturado € um importante fator que eleva
o nivel de LDL, assim, a hiperlipidemia esta associada a aceleracdao da
aterosclerose, de modo que a substituicdo isocal6rica dos &cidos graxos saturados
por acidos graxos poli-insaturados reduz os niveis do CT e o LDL plasmaticos
(COTTIN et al.,, 2001; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007;
WAQAR et al., 2010). Desta forma, os padrées dietéticos estao relacionados com as
doencgas cardiovasculares, sendo associadas a alimentagao, principalmente com
ingestao elevada de lipidios e colesterol (CASTRO et al., 2004; YONAMINE et al.,
2005).

O colesterol plasmatico em coelhos da raga Nova Zelandia é baixo, numa
média de 1,3 mmol/1, mas pode aumentar até 2-8 vezes ap6s a administragdo de
uma dieta enriquecida com 0,1-2% de colesterol, dentro de 20 dias (FINKING;
HANKE, 1997). Os coelhos tém sido utilizados vastamente para estudar o
desenvolvimento de aterosclerose em humanos, pelo rapido desenvolvimento das
lesbes produzidas com suplemento de colesterol na dieta, alcancando
hipercolesterolemia moderada com niveis de colesterol plasmaticos na faixa de 200

a 800 mg/dl, podendo ser superior a 1.000 mg/dl, que causa lesdo (SUZUKI,;
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YEUNG; IKENO, 2008; DORNAS et al., 2010). Por ter baixa concentracédo
plasmatica de colesterol total e lipoproteinas HDL como dominante, o VLDL passa a
ser a principal classe de lipoproteinas plasmaticas, quando exposto a dieta rica em
colesterol (SINGH et al., 2009).

O coelho (Oryctolagus cuniculus) é filogeneticamente o parente mais préximo
dos roedores, e tem sido utilizado para a investigacao da patogénese e tratamento
de muitas doencas humanas, incluindo a aterosclerose (ZHANG; XU; LI, 2009)
CONSTANT, 2004). Quando alimentados com dieta enriquecida em gordura
saturada, aumentam os niveis plasmaticos de colesterol devido a lenta excrecédo de
colesterol exdégeno (IHARA et al.,, 1998; LANCELLOTTI; BOARELLI; MONCLUS,
2010). Este aumento significativo na concentracao de colesterol plasmatico é devido
a alimentacdo com racao suplementada com gema de ovo (JALDIN et al., 2006),
pois cada ovo de galinha apresenta concentracdo de colesterol de 956 mg/,I/100g
(RAMALHO et al., 2007).

Entre os modelos de animais estudados, como o cachorro e o rato, por
exemplo, o coelho é o Unico que tem a tendéncia de apresentar hipercolesterolemia
em poucos dias com administracdo de uma dieta rica em colesterol (FINKING;
HANKE, 1997; IHARA et al., 1998; DORNAS et al., 2009; SINGH et al., 2009). Tal
fato torna esse modelo de animal mais frequentemente estudado, com relagéo a
aterosclerose, sendo o mais utilizado o de cor branca da raca Nova Zelandia, por
suas varias caracteristicas — apresenta lesdes semelhantes em estrutura e
composi¢ao encontradas em humanos — e também serve para avaliar os efeitos
sobre o metabolismo de lipoproteinas, quando alimentados com colesterol, pois 0s
coelhos sdo muito sensiveis a gordura dietética e ao colesterol, portanto, podem
desenvolver rapidamente hiperlipidemia e aterosclerose (FINKING; HANKE, 1997;
HANSSON; NICOLETTI, 2001; DORNAS et al., 2009; SINGH et al., 2009; WAQAR
et al., 2010; ZHANG; XU; LI, 2010).

A primeira investigacao sobre indugao experimental de aterosclerose ocorreu
em 1908, quando Ignatowski utilizou coelhos alimentados com leite, carne e ovo, e
foi observado espessamento da intima em aortas (DORNAS et al., 2010). Em 1912,
na Alemanha, o médico Nikolai Anitchkow utilizou pela primeira vez a gema de ovo

de galinha em coelhos com producéo de aterosclerose na aorta (CONSTANT, 2004).
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O mesmo médico, em 1913, demonstrou que ndo era apenas o colsterol que
causava alteragéo aterosclerética em artérias de coelhos (FINKING; HANKE, 1997).
Ap6s 65 anos da experiéncia em induzir aterosclerose com gema de ovo, trés
grupos americanos utilizaram colesterol purificado em coelho e verificou a presenca
de ateroma (CONSTANT, 2004).

Santos (2008) utilizou 42 coelhos, testando varias dietas hiperlipidémicas
como banha de porco, colesterol puro e gema de ovo de galinha — em que um
grupo foi alimentado com 20 mL de gema de ovo de galinha, a dieta foi dividida e
administrada em duas tomadas. O ovo apresenta alto teor de colesterol (997,5
mg/100) e lipidios totais (28,7 g/100), demonstrando ser um modelo eficaz na
inducdo da aterosclerose e de baixo custo. Os autores obtiveram com eficacia, em
99 dias de experimento, espessamento de endotélio, células espumosas e fibrose

arterial.

Jaldin et al. (2005) realizaram experimento com 14 coelhos jovens, com peso
aproximado de 1.200 kg, divididos em dois grupos de sete animais: grupo G1-
controle recebeu ragdo comercial, e grupo G2-dieta suplementada, contendo uma
gema de ovo, acrescida de 13,5 ml de 6éleo de milho para cada 150 g de racao
comercial, durante 3 meses. Foram observados niveis plasmaticos de CT, HDL e
triglicerideos. A parte toracica e abdominal da aorta, renais, bifurcagéo iliaca da
aorta e as artérias femorais foram analisadas para verificar a lesdo dos vasos.
Foram encontradas células espumosas na parte abdominal da aorta, renal, carétidas

e femoral.

Jorge et al. (1997) administraram, em dois grupos de coelhos da raca Nova
Zelandia, 100g de racao, acrescentadas de 0,5% de colesterol e 2% de gordura de
coco, a agua foi oferecida a ad libitum, durante 30 dias. Nos ultimos 15 dias de dieta
foi administrado &acido graxo émega-3 numa dose de 300 mg/kg/dia, por meio de
gavagem durante 15 dias. Os &acidos graxos O6mega-3 elevaram o colesterol

plasmatico, reduzindo significativamente os triglicerideos.

Clubb et al. (1989) utilizaram 25 coelhos watanabe heritable hyperlipidemic,
machos e fémeas, com cinco semanas de idade, divididos em dois grupos

aleatoriamente: grupo-controle com dieta normal e grupo com suplementacdo de
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acido graxo 6mega-3, receberam 6leo de peixe. A dieta também continha 3,3-4,4 mg
de colesterol/kg/dia e 47 a 62 mg vitamina E/kg/dia, durante cinco meses ou até
obter seis meses de idade. A dieta foi preparada para duas semanas, e mantida
congelada. A suplementacdo com 6leo de peixe reduziu significativamente em 35%
e 50%, as concentracdes de CT e triglicerideos em coelhas do grupo-controle e com
6leo de peixe, os valores foram menores nos coelhos machos, porém a diferenca
nao foi significante. As concentragbes de VLDL, LDL e HDL foram reduzidas nas
fémeas alimentadas com o6leo de peixe, comparados com 0s machos, em que
baixaram apenas as VLDL. Os dois grupos mostraram, na camada intima da aorta,

células espumosas, macréfagos e células musculares lisas.

Yano et al. (1995) administraram 300 mg/kg de peso de 6mega-3 em coelhos
hipercolesterolémicos, durante 4 semanas, observaram que diminuiu o colesterol
total nas fragdes de LDL, mas ndo o HDL. Concluiram que os efeitos do dmega

podem contribuir para a agao hipolipemiante.

Adelstein, Ferguson e Roger (1992) utilizaram émega-3 para administrar em
coelhos, durante 10 semanas, em que foi verificado que os niveis de colesterol
plasmatico, triglicerideos e o LDL aumentaram. Também foram observadas lesdes

na camada intima na regiao do arco da aorta, com células espumosas.
3.6  Acido Graxo Omega-3

Os AGPI (Acido Graxo Poli-insaturado) 6mega-3 sdo acidos essenciais, pois
nao podem ser sintetizados pelo organismo humano (STOLL et al., 1979; BJERVE
et al., 1993; MOREIRA; VAZ, 2001; LEAF et al., 2003; HIRAYMA; SPERIDIAQ;
FAGUNDES NETO, 2006; MANZUR; SUAREZ; MONERIZ, 2006; BISCIONE et al.,
2007; SECHI et al., 2007; HARRIS et al., 2008; DUDA; O’'SHEA; STANLEY, 2009;
ANDER et al, 2010) por isso devem ser ingeridos em dieta alimentar, por serem
substancias essenciais para o desenvolvimento e fungdo do organismo humano,
como o sistema cardiovascular (LEAF et al., 2003; SANTOS, 2003; BISCIONE et al.,
2007).

Os AGPI essenciais sdao encontrados principalmente em peixe e no 6leo de
peixe, sendo 0s mais importantes o acido eicosapentaendico (EPA) e o acido
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docosahexaendico (DHA) (SUAREZ-MAHECHA et al., 2002; SANTOS, 2003;
ANJO, 2004; DEFILIPPIS; SPERLING, 2006; MORAES; COLLA, 2006; SECHI et al.,
2007; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007; BAYS, 2008; SANTOS;
BORTOLOZO, 2008; SARPIETRO et al., 2010).

Muitos estudos mostram que os efeitos dos AG 6mega-3 nos lipidios,
dependem do tipo de paciente, e se a quantidade de acidos graxos saturados na
dieta € mantida constante. Em pacientes com hiperlipidemia, os acidos graxos
6mega-3 diminuem os niveis do LDL, em relacdo ao HDL, os niveis podem baixar ou
nao (SIMOPOULOS, 1991).

3.6.1 Omega-3 Nutracéutico

Os nutracéuticos sao alimentos potencialmente saudaveis, que desenvolvem
um papel na manutencdo de bem-estar humano, melhorando a satde (MASSARO et
al., 2010). Essa variedade de produtos ndo pode ser verdadeiramente classificada
como alimentos, estdo entre um hibrido de nutrientes e farmacéuticos, definidos
como: uma substancia que pode ser um alimento ou parte de um alimento que
proporciona beneficios medicinais (ANDLAUER; FURST, 2002; LIRA et al., 2009;), e
podem ser classificados como fibras dietéticas, acidos graxos poli-insaturados,
proteinas, peptideos, aminoacidos, minerais e antioxidantes (MORAES; COLLA,
2008).

Uma classe de nutracéuticos é representada pelos AGPI, especialmente
pelos AG da familia édmega-3 e O6mega-6. Alega-se que estes AG, como a
suplementacdo de O6leo de peixe, exercem um efeito protetor sobre o
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (ANDLAUER; FURST, 2002). A
capacidade para influenciar positivamente os fatores de risco cardiovascular e
doenca vascular aterosclerética deve ser reconhecida como uma enorme
oportunidade para a prevengao ou tratamento comum desta condicdo (MASSARO et
al., 2010).

Os AG dmega-3 sao produzidos por algas monocelulares, os cloroplastos de
fitoplancton marinho (STOLL et al., 1979; JUDE et al., 2006; INNIS, 2008) sendo
considerados precursores dos AGPI de cadeia longa como o acido EPA e o acido
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DHA, sendo os principais os AG 6mega-3 (SUAREZ-MAHECHA et al., 2002; SILVA;
MIRANDA JUNIOR; SOARES, 2007). A importancia dos AGP| 6mega-3 na nutricio
humana e na prevengao de doenga foi reconhecida cientificamente ha mais de trés
décadas, e 0 mega-3 € envolvido em muitos processos biolégicos importantes no
corpo humano (SHAHIDI; WANASUNDARA, 1998).

3.6.2 Efeitos do 6mega-3

Estudos epidemiol6gicos tém demonstrado que a ingestao de peixe na dieta
tem efeito favoravel sobre os niveis de triacilgliceréis, na pressdo sanguinea, no
mecanismo de coagulacado e na reducdo da incidéncia de aterosclerose, e podendo
diminuir a atividade das plaquetas; melhorando a dilatagdo vascular do endotélio
(QUINTAO, 2004; HOUSTON, 2005; MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2006; SIMAO et
al., 2007; SANTOS; BORTOLOZO, 2008; SCHIANO et al., 2008).

Na década de 70 foi descoberto que os acidos graxos 6mega-3 podem
desempenhar um papel importante em doencas cardiovasculares, quando Bang e
Dyerberg apud Lave et al. (2008) relataram que os esquimds apresentavam baixas
taxas desta doenga, apesar de consumirem uma dieta rica em gordura (ANDLAUER;
FURST, 2002; MARCHIOLI et al., 2005; TORREJON; JUNG; DECKELBAUM, 2007;
SANTOS; BORTOLOZO, 2008).

Dois grandes ensaios de prevencgao secundaria, DART (Diet and Reinfarction
Trial) e o GISSI (Grupo ltaliano per lo Studio della Sopravivenza nell’ Infarto
Miocardico-Prevenzione) informaram que o aumento do consumo de peixes ou
suplementos de 6leo de peixe reduziu a morte coronaria em paciente pés-infarto
(GISSI-PREVENZIONE INVESTIGATORS, 1999; YOKOYAMA, et al.,, 2007).
Estudos pioneiros em esquimdés da Groenlandia ha quase 30 anos sugeriu que a
ingestdo de AG Omega-3 transmite protecdo nas doencas cardiovasculares
(MANDEL et al., 2005; BRESLOW, 2006; JUNG et al., 2008).

Varios beneficios tanto nutricionais como medicinais dos acidos EPA e DHA
tém sido tema de pesquisas, e entre os efeitos fisiologicos nos humanos estao a
prevencdo e o tratamento de doencas cardiovasculares (SUAREZ-MAHECHA et al.,
2002; ANJO, 2004; BAYS, 2008). Além de promoverem reducao dos triglicerideos,
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pela diminuicdo da sintese hepatica de VLDL, podem ainda exercer outros efeitos
cardiovasculares, como reducdo da viscosidade do sangue e maior relaxamento do
endotélio. Também podem se revelar benéfica em prevencdo do aparecimento de
diabetes mellitus tipo 2 (HU et al.,, 2002; RIQUE; SOARES; MEIRELLES, 2002;
THIES et al.,, 2003; ANJO, 2004; SANTOS, 2006; SCHACKY; HARRIS, 2007;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007; TATARCZYK et al., 2007).

Os AGPI, destacando a série 6mega-3, aumentam a fluidez sanguinea
(ANJO, 2004) e desempenham importante papel no metabolismo de transporte de
gorduras, além da manutencdo da fungao, e integridade de membranas celulares
(OLIVEIRA et al., 2004). Também afetam a expressao de diversas proteinas como
moduladoras de varios genes, envolvidos no metabolismo lipidico, na inflamacgéo e
proliferacao de células musculares lisas, e dos genes que podem desempenhar um
papel crucial na prevencao da aterosclerose (JUNG et al., 2008).

A maioria das evidéncias sugere que os efeitos do 6mega-3 também é atuar
sobre o perfil lipidico e na reducdo do VLDL (SIMAO et al., 2007; BAYS, 2008;
SANTOS; BORTOLOZO, 2008). Assim, também, como efeito ou ndo sobre as
concentracdes de HDL e LDL, demonstrando que nao existem efeitos significantes
da suplementacao com 6leo de peixe na concentragdo de HDL e colesterol total
(JUNG et al., 2008) e possuem o inconveniente de induzir maior oxidacao lipidica e
diminuir o HDL, quando utilizados em grande quantidade (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

Historicamente, a maior parte do entendimento é de que o beneficio de éleo
de peixe sobre os efeitos da saude vem de estudos em populacdo com dietas ricas
em AGPI, especialmente com dmega-3 (SIDDIQUI; HARVEY; ZALOGA, 2008).
Estudos indicam que o uso de 6émega-3 esta associado a reducdo do risco de
doenca cardiaca e uma série de mecanismos pode ser responsavel por tais efeitos
(HARRIS et al., 2008). O aumento da ingestdo foi mostrado para reduzir a
mortalidade em individuos saudaveis, e pacientes com infarto prévio do miocardio
(SCHIANO et al., 2008).

Os efeitos da suplementacdo com dmega-3 vém sendo investigados, pois ndo
estdo elucidados (GAROFOLO; PETRINI, 2006). Portanto, a dieta com 6mega-3 —
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contendo os acidos EPA e o DHA — tem demonstrado que reduz a aterosclerose
em modelos com animais (THIES et al., 2003). Em experimentos em caes, porcos e
macacos inibiram o desenvolvimento da aterosclerose por reducdo da concentragao
do colesterol plasmatico (CONNOR, 2000; SCHACKY; HARRIS, 2006). Os efeitos
benéficos foram observados também nos modelos de oclusédo do vaso e
aterosclerose (SCHACKY; HARRIS, 2006).

O mecanismo exato pelos quais o 6mega-3 desempenha um efeito protetor
nas doencgas cardiovasculares ndo esta esclarecido (JUNG et al., 2008). Os
possiveis mecanismos que promovem a reducao do risco de doenca cardiovascular
estao relacionados a varios fatores, entre eles a reducao dos niveis de triglicerideo,
(RAMOS; RAMOS, 2005; BISCIONE et al., 2007; HARRIS et al., 2008; SIDDIQUI;
HARVEY; ZALOGA, 2008). Uma série de mudancgas da funcéo das células ocorre
no momento da incorporagdo dos acidos EPA e DHA na membrana celular, entre
eles estao a reducao pro-aterogénica, pois pode inibir o desenvolvimento de novas
placas, além de retardar o crescimento e contribuir para sua estabilizacao
(SCHACKY; HARRIS, 2006, 2007; SCHIANO et al., 2008; HOY; KEATING, 2009;
SARPIETRO et al., 2010).

Os AG Omega-3 EPA e DHA podem atuar sobre as lipoproteinas e os
parametros funcionais da circulagdo dos glébulos vermelhos, em que a ingestao
moderada pode aumentar significantemente a concentracao desses AG no plasma
(CARVAJAL; ANGULO, 1997). O DHA faz parte da membrana celular,
principalmente em substituicdo de outros acidos graxos insaturados, e assim na
modulacéo celular (SCHACKY, 2006).

A American Heart Association (AHA) reconheceu que 0s &acidos graxos
6mega-3 (EPA e DHA) podem diminuir as disritmias, a morte subita, como também a
aterosclerose, e ligeiramente a pressdao arterial (BAYS, 2008). Evidéncias
epidemiologicas e clinicas sugerem uma associacao inversa, significativa, entre a
ingestdao de AGPI de cadeia longa 6mega-3, especialmente o acido EPA e o acido
DHA, e a mortalidade associada com doencas da artéria coronaria. Desse modo, o
consumo de peixe ou Oleo de peixe pode proteger contra grandes eventos
associados com doenca arterial coronariana, especialmente infarto fatal e morte
subita cardiaca (YOROYAMA, et al., 2007).



40

3.6.3 Dosagem do 6mega-3

Os AG sao compostos insoluveis em agua e ricos em energia, podendo
fornecer 9 quilocalorias por grama (SANTOS, 2008). Quando administrado em altas
doses (4 a 10 g/dia) reduzem os triglicerideos e aumentam discretamente o HDL. A
suplementacdo de 1 g/dia de dmega-3 em capsulas reduziu em 10% o0s eventos
cardiovasculares. Portanto, 0 AG dmega-3 pode ser utilizado como terapia adjuvante
na hipertriglicemia ou em substituicdo a fibratos, niacina ou estatinas em pacientes
intolerantes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007; SANTOS, 2008).

Embora o consumo ideal de AG de cadeia longa 6mega-3 ainda esteja sob
investigacao, as evidéncias de mais estudos prospectivos de prevencao secundaria
sugerem que a ingestao diaria dos acidos émegas-3 (EPA e DHA) seja de 0,5-1,8 g,
(TATARCZYK et al., 2007). Para AHA e American College of Cardiology, a ingestao
recomendada é de 1g/dia de 6mega-3 para a prevencao de doenca cardiovascular,
infarto do miocardio pés-tratamento e prevencdo de morte cardiaca subita
(SCHACKY:; HARRIS, 2007; TATARCZYK et al., 2007) ou pelo menos 2 por¢des de
peixe por semana € 2 a 4 g/d para fins de reducdo em pacientes com
hipertrigliceridemia (HOUSTON et al., 2005; TATARCZYK et al., 2007) sob a forma
de peixe ou suplemento de 6leo de peixe em capsulas (LAVIE et al., 2009).

De acordo com as recomendacdées do Food and Nutrition Board of the
National Academies (Institute of Medicine — USA, setembro, 2002) a ingestao de AG
essenciais deve ser em torno de 10% do total de lipidios na dieta, sendo que este
valor vai de 1% a 2% de dmega-3. No entanto, o National Institute of Health, em um
workshop realizado em abril de 1999 em Bethesda (Maryland, USA) recomenda que
a ingestao ideal de 6mega-3 para adultos, sob uma dieta de 2000 kcal, deve ser de
2,22 g de alfa-linolénico por dia, dos quais 0,65 g devem ser de EPA e DHA
(ANDRADE; CARMO, 2006).

Os niveis de ingestdao adequada de AG essenciais foram estabelecidos pelo
Institute of Medicine, por meio das Dietary Reference Intakes (DRIs) baseadas na
ingestdo média da populacdo americana. Esses valores sdo preconizados de
consumo de 1,6 g e 1,1 g para homens e mulheres, respectivamente. Por falta de

dados suficientes, ndo estabeleceu a quantidade para os acidos EPA e DHA
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(GAROFOLO; PETRINI, 2006). O estudo GISSI demonstrou que a prevencdo com o
tratamento do AGPI 6mega-3 é utilizado com 1 g/dia (TATARCZYK et al., 2007).

Os AG de cadeia longa 6mega-3 sao facilmente incorporados a dieta
suplementar, a partir de 6leo de peixe com 1,4 g dos &cidos EPA e DHA,
(CHUMAEVA, et al., 2010). O consumo de 6leo de peixe, proporcionando uma dose
modesta de acidos graxos poli-insaturados EPA e DHA, melhora a estabilidade da
placa (THIES et al., 2003) assim como a permeabilidade vascular € melhorada pela
ingestdo de EPA e DHA (SCHACKY; HARRIS, 2007). Quando a dieta em que a
ingestdo do émega-3 € baixa, ndo pode fornecer um equilibrio adequado de AGPI
para a funcao biol6gica adequada do corpo (SHAHIDI; WANASUNDARA, 1998).

O metabolismo lipidico e lipoproteico altera-se de forma significativa com o
consumo de pescado e suplementagéo nutricional com acido graxo 6mega-3, sendo
que doses de acidos graxos 6mega-3 inferiores a 2 g/dia sao suficientes para
produzirem tais efeitos (SANTOS; BORTOLOZO, 2008).
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Amostra

O experimento foi realizado de acordo com a aprovacdo do Comité de Etica e
Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas (protocolo de pesquisa n°
011034/2007-55).

O tamanho da amostra foi definido, baseado em pesquisas anteriores,
utilizando 07 (sete) animais, (HYAFIL et al., 2009; SANTOS, 2008; JALDIN et al.,
2006). A dosagem do 6mega-3 em 221 mg/kg/dia foi baseada no estudo de
CAMPOS et al., (1989), e feito o calculo de regra de trés simples para quantificar a
dose individual para cada animal.

Nesta pesquisa foram utilizados 21 coelhos machos adultos albinos da
linhagem (Oryctolagus cunicullus) e raga Nova Zelandia. O peso médio dos animais
foi baseado em estudo anterior (HSU; LEE; CHEN, 2001) 2,3 kg a 3 kg. Os animais
ficaram em quarentena, examinados e acompanhados por veterinario; alojados em
gaiolas individuais em local com temperatura ambiente, submetidos ao ciclo de luz
de 12 horas (claro/escuro). Mantidos no biotério da Universidade Estadual de
Ciéncias da Saude de Alagoas — UNCISAL — situada no bairro do Trapiche da
Barra, Maceié-Alagoas.

4.2 Randomizacao da Amostra

Os coelhos foram randomizados e distribuidos em 3 grupos, com 7 (sete)
animais da seguinte forma: Grupo Controle (G1), Grupo Hiperlipidémico (G2) e
Grupo Tratado (G3). Os animais foram escolhidos aleatoriamente e pesados com
balanca digital. Para evitar misturar os animais durante a manipulagéo, os coelhos

foram colocados em gaiolas individuais e enumerados na face interna da orelha.
4.3 Dieta

O peso da racao em 200g foi baseado em estudos anteriores (SANTOS,
2008; GONZALEZ-GONZALEZ; DIAGO-SANTAMARIA; VAQUERO-PUERTA, 2005;
RITSKES-HOITINGA, et al., 1998). Essa foi pesada e oferecida pela manha e
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deixada a disposicao do animal.

Quadro 2 — A Racao utilizada no experimento foi a Purina®, que
tem a seguinte composicao

Produto (%)
Proteina bruta 15
Extrato etéreo 2,5
Matéria fibrosa 16
Matéria mineral 10

Calcio 2,5
Fésforo 0,42
Umidade 13

Carboidrato 31,58

Fonte: Autora, 2011.

Utilizamos nesta pesquisa o0 modelo de aterosclerose experimental de Santos

(2008). A dieta complementar foi preparada diariamente, com 20 mL de gema de

ovo de galinha Carnauba® tipo grande, durante 99 dias.

Quadro 3 — A composicao em 100g de gema apresenta é a seguinte

DETERMINACOES RESULTADOS
Lipidios totais (g/100g) 28,7 (0,3)
Colesterol (MG/100g) 997,5 (30,1)
Acidos Graxos (g/100g)
Saturados 8,53
Monoinsaturados 10,84
Poli-insaturados 4,19
Omega 3 0,17
Omega 6 4,02

Fonte: Centro de Ciéncias e Qualidade de Alimentos, 2008 (Figura 1)

As capsulas de 6mega-3 na apresentacdo de 500mg, com composi¢do de
14,1% do acido docosaexaendico (DHA) e 20,8% do acido eicosapentaendico
(EPA), adquirido pela Formula® do fornecedor Cardinal Health Brasil. A droga era
aspirada em uma seringa de 1 mL e administrada em dose de 221 mg/kg/dia (Figura

2).
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Figura 1 — 10 ml de gema, Figura 2 — Dose do 6mega-3
em seringa de 20 mL
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Fonte: Autora, 2011. *F'Shte: Autora, 2011.

A dieta foi distribuida da seguinte forma e aceitagéo por cada grupo:

v G1 (controle) — Alimentagdo habitual do animal ofertada diariamente racao
Purina® e agua ad libitum;

v G2 (hiperlipidémico) — Ofertada diariamente racao Purina® e agua ad libitum,

com duas tomadas de 10 mL de gema de ovo de galinha Carnauba®,

ofertada as 7h e as 11h;

G3 (Tratado) — Ofertada diariamente racdo Purina® e agua ad libitum, duas

tomadas de 10 mL de gema de ovo de galinha Carnauba®, as 7h e as 11h,

apés a primeira tomada de gema foi administrado 221 mg/kg/dia de 6mega-3.

4.4 Dieta Hiperlipidémica

O ovo é um alimento com valor nutritivo e propriedades funcionais na dieta,
no entanto, o consumo pode trazer alguns problemas de saude, porque ele € uma
fonte importante de colesterol, e pode causar doenca cardiaca (ATAKISI et al., 2009;
BRAGAGNOLO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2003).

A gema foi ofertada crua aos coelhos e administrada via oral com uma
seringa de 20 mL (Figura 3) pois a forma liquida facilita a maior absorcdo de
colesterol, o que é melhor que a administracdo na forma soélida. Os ovos foram
lavados com sabao neutro e colocados em agua com hipoclorito de sédio, durante 5



45

minutos, para evitar contaminag¢do durante o processo de separacado da clara. Em
relacdo ao 6mega-3, o 6leo de peixe foi retirado da cdpsula com uma seringa de

insulina, na hora de ofertar aos animais.

Figura 3 — Método de administracdo na alimentacao da gema de ovo.

Fonte: Autora, 2011.

4.5 Coleta para Dosagem Bioquimica

Apos jejum de 12 horas (SETORKI et al., 2010) foram coletadas amostras de
sangue (Figura 4) para analisar as taxas de colesterol total, HDL-c, LDL-c, VLDL-c e
triglicerideo. O procedimento foi realizado 4 vezes (0, 33, 66 e 99 dias) no
experimento. Todos os dados foram anotados em protocolos especificos e
individuais para cada animal. A puncao ocorreu na artéria auricular central (Figura 5)
com seringa de 3 mL e condicionada em tubetes de 3 mL sem anticoagulante. Apos
a coleta, as amostras foram levadas ao Centro de Patologia e Medicina Laboratorial
— CPML, da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de Alagoas — e
colocadas em um analisador automatico modelo AU400e Olympus®.



Figura 4 - Coelho imobilizado para coleta de sangue

Fonte: Autora, 2011.

Figura 5 — Artéria auricular central, de onde o sangue foi coletado. (seta)

Fonte: Autora, 2011.

46
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4.6 Procedimentos para Eutanasia

No final do experimento, aos 100 dias, os coelhos foram anestesiados e
submetidos a eutanasia para retirada dos fragmentos. A técnica utilizada para
anestesia em coelho foi a associagdo de ketamina e xilazina (MCCONNELL et al.,
1999). A administracdo dos anestésicos foi baseada em estudos anteriores, em que
foi utilizado ketamina 9 mg/kg, associado a xilazina de 30 mg/kg (MCCONNELL et
al., 1999). Assim que foi observado o 6bito do coelho, foram retirados fragmentos da
artéria carétida comum direita proxima a sua bifurcagéo (Figura 6), parte proximal do
arco aértico da (Figura 7) e da artéria femoral direita, (Figura 8). Esses segmentos
foram dissecados por planos até expor os vasos para a retirada dos fragmentos que
foram tratados e colocados em solucédo de formaldeido a 10%, e processados em
rotina histolégica para microscopia de luz e corados com tricrdmico de masson para

microscopia de luz.
4.7 Analise Histopatoldgica

As laminas foram processadas e coradas em microscopia de luz. A espessura
da camada subendotelial foi realizada em micrébmetros. Para o calculo da
porcentagem do espessamento da parede do vaso foi estabelecida a regido mais
espessa da camada subendotelial. A area foi medida em micras e subtraida da

espessura total da parede na mesma regiao, sem considerar a adventicia.

Apés realizacao das medidas, as porcentagens foram calculadas com regra
de trés simples. As microfotografias foram obtidas por um sistema de aquisicdo de
imagem digital (formato TIFF, 36-bit color, 1.280 x 1.024 pixels, com camera LC
Evolution) e microscopio (Nikon) com objetiva de 4 x 10, obtendo imagem 4X,

acoplado a um microcomputador com software de anélise de imagem.

As medicdes foram realizadas com programa Image Pro Plus 5.0. Apés
medidas as camadas subendoteliais, foram calculadas as médias dos resultados em
cada grupo.
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Figura 6 — Coelho G1: Artéria Carétida Comum Direita (seta)

Fonte: Autora, 2011.

Figura 7 — Coelho Grupo 2: Arco Adrtico

Fonte: Autora, 2011.
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Figura 8 — Coelho Grupo 3: Artéria Femoral Direita (seta)

Fonte: Atora, 2011.
4.8 Analise Estatistica

Todas as analises foram realizadas por meio da estatistica descritiva, usando
o software Graph Pad Prism (verséo 5.0). Para a comparacao entre os dias de cada
grupo foi usado o ANOVA, seguido do teste ndo paramétrico Krauskal-Wallis. Os
dados sado expressos em Média + Desvio Padrédo, por intermédio do teste de
Kolmogorov-smirnov, para verificar a diferenga significante entre as médias. O nivel
de significancia foi no valor de P< 0,05 — considerado estatisticamente significante.
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5 RESULTADOS

5.1 Peso dos Animais

Os animais ndo demonstraram nenhum efeito adverso aparente, sendo todos
de aspecto saudavel, assim como o manejo foi adequado e eficiente e 0 excesso de
lipidios em sua alimentacdo ndo alterou, aparentemente, a saude dos animais.
Observou-se aumento do peso dos animais, durante o experimento, sendo similar
entre 0s grupos, e ndo houve diferenga estatisticamente significante entre estes no
final do experimento, conforme demonstram os graficos de 1 a 4 — a média do peso
por coelho € demonstrada na Tabela 1.

Graficos 1 a 4 — Distribuicao do Peso dos coelhos.
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Fonte: Autora, 2011.
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Antes do inicio do experimento, a comparagao entre 0 a e b, o resultado foi
significante, entre a e a € b e b 0 resultado foi ndo significante. Aos 33, 66 e 99 dias,
o resultado foi ndo significante entre os grupos. As diferencas estatisticas foram
detectadas com ANOVA, seguido do teste de Kruskal-Wallis e o teste Kolmogorov-

Smirnov, para verificar a média e o desvio padrao.
5.2 Taxas de Colesterol Total e suas Fracoes

5.2.1 Colesterol Total

Ao analisar os niveis do CT dos coelhos observou-se que nao houve redugao
com a administracdo do 6mega-3. Como demonstram os graficos de 5 a 8, a média
entre os grupos do mesmo grupo € demonstrada na Tabela 2.

Grafico 5 a 8 — Valores da taxa de colesterol total dos grupos
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£ 1100

Colesterol total -
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Fonte: Autora, 2011.

No inicio do experimento, na comparagao entre os grupos, o resultado foi néo
significante. Aos 33 e 66 dias, na comparagao entre a e b, o resultado foi significante e entre
b, 0 resultado foi ndo significante. Aos 99 dias, na comparagao entre a e b, o resultado foi
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significante e entre b o resultado foi ndo significante. As diferencas estatisticas foram
detectadas com ANOVA, seguido do teste de Kruskal-Wallis e o teste Kolmogorov-

Smirnov, para verificar a média e o desvio padrao.
5.2.2 LDL — colesterol

Ao analisar os niveis do LDL de cada grupo durante o experimento, observou-
se que a administracdo de 6mega-3 nao reduziu os niveis do LDL, como
demonstram os graficos de 9 a 12. A Média entre os niveis, entre os coelhos do

mesmo grupo, esta representada na Tabela 3.

Grafico 9 a 12 — Valores da taxa de LDL dos grupos.
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Fonte: Autora, 2011.

No inicio do experimento, a comparacao entre os grupos foi ndo significante.
Aos 33 e 66 dias, na comparacao entre a e b, o resultado foi significante, e entre b o
resultado foi n&do significante. Aos 99 dias, na comparacao entre a e b, o resultado
foi significante, e entre b o resultado foi ndo significante. As diferencas estatisticas
foram detectadas com ANOVA, seguido do teste de Kruskal-Wallis e o teste

Kolmogorov-Smirnov, para verificar a média e o desvio padrao.
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5.2.3 VLDL — colesterol

Na analise dos niveis do VLDL, observou-se que o 6mega-3 nao reduz os
niveis séricos. A média dos niveis de cada coelho é demonstrada na Tabela 4.

Grafico 13 a 16 — Valores da taxa de VLDL dos grupos.
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Fonte: Autora, 2011.

Antes do inicio do experimento e aos 33 e 66 dias, a comparacao entre 0s
grupos o resultado foi nao significante. Aos 99 dias, na comparagao entre a € b, 0
resultado foi significante, e entre b, o resultado foi ndo significante. As diferencas
estatisticas foram detectadas com ANOVA, seguido do teste de Kruskal-Wallis e o

teste Kolmogorov-Smirnov, para verificar a média e o desvio padrao.
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524 HDL — Colesterol

Ao analisar os niveis do HDL, observa-se que o nivel do grupo G3 é menor
em relagdo ao grupo G2, conforme demonstram os graficos 17 a 20. A média e o
desvio padrdo sao demonstrados na Tabela 5.

Grafico 17 a 20 — Valores da taxa de HDL dos grupos.
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Fonte Autora, 2011.

Observa-se que, antes do inicio do experimento, na comparacéo entre ae b, 0
resultado foi significante. Em relacédo ao resultado de a, foi ndo significante. Aos 33,
66 e 99 dias, na comparacao entre a e b, o resultado foi significante e o resultado de
b foi ndo significante. As diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA,
seguido do teste de Kruskal-Wallis e o teste Kolmogorov-Smirnov, para verificar a

média e o desvio padrao.
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5.2.5 Triglicerideos

Ao analisar os niveis de triglicerideo dos grupos, observou-se que o 6mega-3
nao reduziu os niveis do triglicerideo. Como demonstram os gréficos de 21 a 24.

Grafico 21 a 24 - Valores da taxa de triglicerideo dos grupos.
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Fonte: Autora, 2011.

Observa-se que, antes do experimento e aos 33 e 66 dias, na comparacao
entre os grupos o resultado foi nao significante. Em relacdo aos 99 dias, na
comparacao entre a e b, observa-se que o resultado foi significante. Enquanto na
relacdo entre b, o resultado nao foi significante. As diferencas estatisticas foram
detectadas com ANOVA, seguido do teste de Kruskal-Wallis e o teste Kolmogorov-

Smirnov, para verificar a média e o desvio padrao.
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Tabelas com os valores em média e desvio padrdao do peso, colesterol total,

fracoes e fracoes, triglicerideo

Tabela 1 — Distribuicao da média do peso dos animais durante o experimento

GRUPO G1-CONTROLE | G2-HIPERLIPIDEMICO G3-TRATADO
DIAO 52.14+11.67 55.29+10.19 60.14+32.50
DIA 33 62.14+19.9 838.39+79.95 581.4+231.6
DIA 66 62.00+27.33 966.23+113.8 943.1£123.34
DIA 99 61.29+24.72 919.0+96.64 1113+42.85

Fonte: Autora, 2011.
Nota: Valores apresentando em média com desvio padrao pelo Teste de Kolmogorov-Smirnov.
p<0,05 — estatisticamente significante.

Tabela 2 — Média dos niveis do colesterol total dos animais durante experimento

GRUPO G1-CONTROLE G2-HIPERLIPIDEMICO G3-TRATADO
DIAO 52.14+11.67 55.29+10.19 60.14+32.50
DIA 33 62.14+19.9 838.39+79.95 581.4+231.6
DIA 66 62.00+27.33 966.23+113.8 943.1+123.34
DIA 99 61.29+24.72 919.0+96.64 1113+42.85

Fonte Autora, 2011.
Nota: Valores apresentados em média com desvio padrdo pelo Teste de Kolmogorov-
Smirnov. p<0,05 — estatisticamente significante.

Tabela 3 — Média e desvio padrao dos niveis do LDL dos animais durante experimento

GRUPO G1-CONTROLE G2-HIPERLIPIDEMICO G3-TRATADO
DIAO 10.06+8.266 11.00+5.508 21.60+17.04
DIA 33 9.086+5.300 762.1+78.43 450.2+274.5
DIA 66 23.31+29.38 841.7+132.3 749.2+125.8
DIA 99 15.63+12.11 788.6+157.5 1151+389.1

p<0,05 — estatisticamente significante.

Fonte: Autora, 2011.
Nota: Valores apresentados em média com desvio padrdo. Teste de Kolmogorov-Smirnov.
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experimento
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GRUPO G1-CONTROLE G2-HIPERLIPIDEMICO G3-TRATADO
DIAO 12.69+3.519 12.71+£2.752 17.37+11.59
DIA 33 13.34+3.924 28.49+28.51 24.20+18.61
DIA 66 14.31+7.640 37.54+48.92 49.00+46.88
DIA 99 10.97+4.127 34.43+27.49 72.14+74.01

p<0,05 — estatisticamente significante.

Tabela 5 — Média e desvio padrao dos niveis do HDL dos animais durante experimento

Fonte: Autora, 2011.
Nota: Valores apresentados em média com desvio padrdo. Teste de Kolmogorov-Smirnov.

GRUPO G1-CONTROLE G2-HIPERLIPIDEMICO G3-TRATADO
DIAO 33.29+4.152 35.57+11.98 21.14+8.454
DIA 33 33.57+4.894 61.14+12.79 50.86+13.01
DIA 66 33.57+4.894 61.14+12.79 50.86+13.01
DIA 99 33.57+4.894 61.14+12.79 50.86+13.01

Fonte: Autora, 2011.
Nota: Valores apresentados em média com desvio padrdo. Teste de Kolmogorov-Smirnov.
p<0,05 — estatisticamente significante.

Tabela 6 — Média e desvio padrao dos niveis de triglicerideo dos animais durante
experimento

GRUPO G1-CONTROLE G2-HIPERLIPIDEMICO G3-TRATADO
DIAO 63.43+17.60 64.86+11.60 86.86+57.96
DIA 33 66.71+19.62 78.14+45.55 121.11£93.22
DIA 66 71.57+38.20 268.9+258.6 244.9+234.5
DIA 99 54.6120.64 412.94485.1 361.1+369.6

Fonte: Autora, 2011.
Nota: Valores apresentados em média com desvio padrdo. Teste de Kolmogorov-Smirnov.
p<0,05 e — estatisticamente significante.

5.3 Analise Anatomopatolégica

Para a andlise anatomopatoldgica, foram analisadas as artérias: carétida
comum direita, o arco aértico e o a artéria femoral direita. As lesées ateroscleroticas
foram classificadas pelo exame histolégico, apdés a coloracdo com tricromico de
Masson. O diferente estagio de evolugao da placa foi estabelecido pela American
Heart Association e classificada por Stary et al. (1995) sendo encontrados o tipo | e

o tipo Il.

Na analise do grupo 1 (controle) nao foram observadas alteragdes

histoldgicas nos vasos estudados (Figura 9, 10 e 11).



Figura 9 — Grupo 1: Arco adrtico sem espessamento subendotelial. 4X

> &

100 um

Fonte: Autora, 2011.
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Figura 10 - Grupo 1: Artéria Femoral direita sem espessamento endotelial (seta). 4X

e

100 pm

Fonte: Autora, 2011,
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Figura 11 - Grupo 1: Artéria carétida comum direita sem espessamento endotelial
(seta.) 4X

Fonte: Autora, 2011.

No grupo G2 (Figura 12 e 13) foram evidenciadas formacdes de células
espumosas e espessamento subendotelial.

Figura 12 - Grupo 2: Arco adrtico com espessamento subendotelial (seta). 4X

* Fonte: Autora, 2011.
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Figura 13 - Grupo 2: Arco aortico com células espumosas (seta). 4X

Fonte: Autora, 2011.

No grupo 3 (Figura 14 ei15) foram evidenciadas formagbes de células
espumosas e espessamento subendotelial, em todos os animais. O espessamento e

a formacao de células espumosas foram evidenciados no arco aortico.

Figura 14 - Grupo 3: Arco adrtico com células espumosas (seta). 4x

T

Fonte: Autora, 2011.



61

Figura 15 - Grupo 3: Arco adrtico com espessamento subendotelial (seta).4X

Fonte: Autora, 2011.

As artérias carétidas ndao apresentaram espessamento do endotélio e
formagao de células espumosas, no grupo G1, como também nos grupos G2 e G3,
em que foram administrados dieta hiperlipidémica e o Omega-3 — como
demonstrado nos respectivos grupos abaixo (Figuras 16 e 17).

Figura 16 - Grupo 2: Artéria Carétida Comum Direita (seta).4X

100 pm

& b Py
e SO

Fonte: Autora, 2011.
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Figura 17 - Grupo 3: Artéria Carétida Comum Direita (seta).4X

Fonte: Autora, 2011.

A artéria femoral direita nos grupos G2 e G3, dos animais em que foi
administrada dieta hiperlipidémica, ndo apresentou espessamento do endotélio e
formagéao de células espumosas, como demonstram as figuras 18 e 19.

Figura 18: Grupo 2 — Artéria Femoral Direita - sem espessamento subendotelial
(seta). 4X

100 pm

Fonte: Autora, 2011.
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Figura 19: Grupo 3 - Artéria femoral Direita- sem espessamento subendotelial
(seta). 4X

100 pm

Fonte: Autora, 2011.

A mensuracao do espessamento do endotélio foi realizada na artéria aorta,
dos grupos que ingeriu a dieta hiperlipidémica — as artérias carotidas e femorais
nao apresentaram alteragdes histologicas, conforme demonstrado (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7 — Média em percentual de espessamento da camada subendotelial
do arco adrtico em micrometro (pm) no grupo hiperlipidémico (G2).

Animal Parede Total (cm) Camada Intima (cm) % de Espessamento
Média 4,3% 2,3% 55,65%
Fonte: Autora, 2011.

Na analise do espessamento subendotelial do arco adrtico, observou-se que o
grupo hiperlipidémico (G2) apresentou uma média de 55,65%.

Tabela 8 — Média em percentual de espessamento de camada subendotelial do
arco aortico em micrémetro (um) no grupo tratado (G3).

Animal Parede Total (cm) Camada Intima (cm) % de Espessamento
Média 6,7% 4% 57,55%
Fonte: Autora, 2011.
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O grupo tratado (G3) apresentou uma média de 57,55% de espessamento
endotelial no arco adrtico. O percentual foi maior em relacdo ao grupo que ingeriu
apenas a dieta hiperlipidémica. Verifica-se que a administracdo do dmega-3 nao foi
capaz de reduzir a formacao da placa, assim, também, ndo tendo efeito preventivo.
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6 DISCUSSAO

6.1 Aterosclerose

A aterosclerose é uma condi¢do de patogenia extremamente complexa, em
virtude dos diversos fatores envolvidos, sendo considerada uma das principais
doencas da atualidade, portanto, o interesse nos mecanismos implicados no
processo aterogénico é justificavel, quando se verifica que grande parte das mortes
ocorridas € decorrente de sindromes isquémicas relacionadas a doenca
aterosclerotica. Sabe-se que, entre os fatores que desencadeiam a aterosclerose,
esta a dieta gordurosa com o acido graxo saturado, pois este aumenta os niveis de
colesterol total e fracdes; triglicerideo; bem como a baixa taxa do HDL (CASTRO et
al., 2004; CHACRA; DIAMENT; FORTI, 2005). Os nossos resultados mostram que a
dieta hiperlipidémica comprova a formacao da aterosclerose nos coelhos, no modelo
utilizado. O aumento dos niveis plasmaticos do colesterol e suas fragdes, do
triglicerideo e a diminuicdo do HDL, comprovam com os dados encontrados neste
estudo, apdés um més da dieta hiperlipidémica, e corroboram com os achados por
outros pesquisadores (SANTOS, 2008; SUZUKI, YEUNG; IKENO, 2008; DORNAS
et al., 2010).

Sendo considerada uma doenca inflamatéria, a aterosclerose compromete
principalmente as artérias de grande e meédio calibre, tais como o arco aortico,
femorais e carétidas (OLIVEIRA, 1984; HASSON, 2001; MA et al., 2008; DIJK et al.,
2010) em que a camada subendotelial da artéria € o local onde se desenvolve o
processo aterosclerético, podendo deixar obstruida a luz do vaso (HILTUNEN et al.,
2002; WADDINGTOM et al., 2003; HUR et al., 2005; GALKINA et al., 2006). Esses
dados confirmam com os resultados deste estudo, em que se observou a formacéo
da doenca aterosclerética em artéria de grande calibre, como o arco aértico, onde
houve a formacdo com células espumosas e espessamento na camada

subendotelial, confirmando com os resultados dos pesquisados (SANTOS, 2008).

A maioria das discussbes decorrem em torno do desenvolvimento da
aterosclerose, sendo que o processo é lento no homem, e tem inicio com a vida,
quando as estrias de gorduras aparecem na camada intima da artéria aorta a partir
dos 3 anos, sendo mais prejudicial a partir da vida adulta (GIROLDO; ALVES;
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BAPTISTA, 2007; LI et al., 2008; SANTOS; BORTOLOZO, 2008;). Diferente do
coelho, em que o desenvolvimento do processo aterosclerético é rapido, por meio da
inducao de dieta hiperlipidémica, pois em poucas semanas ocorrem alteracoes das
lipoproteinas (JONGSTRA-BILEN, et al., 2006; DORNAS et al., 2010). Estas
informacdes confirmam os resultados deste estudo, em que o nivel do colesterol

total alcangou uma média alta ja no primeiro més de experimento.

O estudo com coelho é realizado, devido ao aspecto da lesdo na camada
subendotelial no animal ter varios aspectos semelhantes na estrutura e composicao
encontrada no humano, sendo o desenvolvimento daquele animal mais rapido no
processo aterosclerético, e assim se poder administrar determinada substancia para
o tratamento (CONSTANT, 2004; ZHANG; XU; LI, 2009). Estes dados sao precisos,
porque o coelho é considerado um excelente modelo de estudo, pois além do
desenvolvimento da aterosclerose em curto prazo e baixo custo, em se utilizando
gema de ovo, o animal é de facil manuseio (STAHLKE JUNIOR et al., 2004; LEE et
al., 2005; SANTOS, 2008). Estas informagdes foram confirmadas com os resultados

deste estudo, em que a formacao da aterosclerose foi verificada aos 99 dias.

6.2 Dieta hiperlipidémica no Processo da Aterosclerose

Os niveis de colesterol total, LDL, VLDL e triglicerideos aumentam rapido, no
coelho. Este fato ocorre devido a lenta excrecao da ingestao da dieta hiperlipidica
(IHARA et al., 1998). Sendo assim, pesquisadores como Santos, (2008); Jorge et al.,
(1997) utilizaram coelhos adultos nos experimentos com dieta rica em colesterol,
porque esses desenvolvem o processo da aterosclerose mais facilmente do que
coelhos jovens. Ao iniciar uma dieta aterogénica, rica em colesterol e gordura
saturada, os niveis das lipoproteinas aumentam em curto prazo (GIROLDO; ALVES;
BAPTISTA, 2007; KOLANKIEWICZ; GIOVELLI; BELLINASO, 2008; LANCELLOTTI;
BOARELLI; MONCLUS, 2010; WAQAR et al., 2010). Essas informagdes coincidem
com as observadas nos resultados deste estudo, em que a dieta hiperlipidémica
elevou os niveis das lipoproteinas, e esta atingiu o nivel superior a 1.100 mg/dL.

Estudo, utilizando gema de ovo de galinha, foi administrado em animal para
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esclarecer os processos envolvidos na aterosclerose, como também o metabolismo
lipidico, como o experimento realizado por Ignatowski, que administrou gema de
ovo, carne e leite, para mostrar que as lesdes eram muito parecidas com a
aterosclerose humanas, e foi verificado o espessamento na aorta de coelho
(IGNATOWSKI apud DORNAS et al, 2010). Confirmando o experimento de
Ignatowski (apud CONSTANT, 2004) induziu apenas gema de ovo de galinha e
produziu a aterosclerose em coelhos. Essas afirmag¢des confirmam os resultados do
experimento realizado neste estudo, em que a dieta hiperlipidémica apenas
utilizando gema de ovo de galinha comprovou que em 99 dias os niveis dos lipideos
aumentaram e produziram com eficacia a aterosclerose, sem que fosse necessario
acrescentar colesterol purificado, corroborando com o experimento de Santos (2008)
em que comprova que o coelho é um animal excelente para induzir aterosclerose, ja
que esse tem um metabolismo lento e apresenta facilidade de absorcdo de dieta

com gordura, e que desenvolvem lesdes em curto prazo.

Comparando as dietas utilizadas nos experimentos, oferecida aos animais
para induzir aterosclerose, com o objetivo de formar placas ateromatosas,
pesquisadores administraram racdo comercial suplementada com uma gema de ovo
acrescentada com 13,5 mL de 6leo de milho (JALDIN et al., 2005). No experimento
de Clubb Jr et al. (1989) foi oferecido colesterol, contendo 3,3-4,4 mg. Jorge et al.
(1997) utilizou 0,5% de colesterol, sendo manipulado com ragéo, produzindo uma
dieta de laboratério. Porém este modelo de dieta ndo € preciso, pois 0s autores nao
podem garantir que todos os animais irdo ingerir a quantidade de ragao ou a gordura
desejada. Nikolai Anitchkow administrou gema de ovo de galinha em coelhos, para
induzir aterosclerose, porém a quantidade utilizada nao foi esclarecida.

Santos (2008) utilizou com eficacia 20 mL de gema de ovo de galinha em seu
experimento, e foi desenvolvida a aterosclerose nos coelhos. Esses dados foram
utilizados em nosso experimento, comprovando que 20 mL de gema sao suficientes
para a formacéao da aterosclerose, sendo a administracao dividida em duas tomadas,
com dose de 10 mL, para evitar problemas intestinais nos coelhos e, assim, a
pesquisa fosse interrompida.

Estudos com modelos experimentais para desenvolver aterosclerose, afirmam

que coelhos submetidos a dieta hiperlipidémica, com gema de ovo de galinha,
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desenvolveram lesdes ateroscleréticas similares as encontradas em humanos,
sendo o colesterol da dieta considerado precursor para o desenvolvimento de
doenca aterosclerética. Segundo Ramalho et al. (2007) a concentracao do colesterol
em ovos de galinha é de 956 mg/100g. Por ter um alto teor de lipidios, o ovo é
considerado importante para o desenvolvimento da aterosclerose, além do aumento
significativo na concentracdo de colesterol plasmatico (JALDIN et al., 2006) com os
niveis elevados em mais de 1.000 mg/dl (DORNAS et al., 2010). Correspondendo
aos resultados do experimento deste estudo, essas evidéncias sao fidedignas,
indicando a importancia do tipo de gordura em relacdo ao risco da doenca
cardiovascular; comprovando que a dieta rica em colesterol e gordura saturada tem

graves consequéncias para a saude.
6.3 Analise Histopatolégica da Formacao da Placa Ateroscleroética

A placa ateromatosa é formada em locais distintos no sistema arterial. As
artérias mais comprometidas sao aorta e carétidas (JALDIN et al., 2006; DIJK et al.,
2010). A aorta é a mais estudada para mensuracado do espessamento — este fato
ocorre devido a forca de cisalhamento, principalmente nas bifurcacées. O
desenvolvimento das lesdes foram diferentes nos diversos experimentos. Como no
de Gomez-Garre et al. (2009) a lesao foi desenvolvida na artéria femoral. Ja nos
experimentos de Jorge et al. (1997); Sthalke Junior et al. (2004) e Gonzalez-
Gonzélez; Diago-Santamaria; Vaquero-Puerta (2005) os coelhos desenvolveram
lesdo na aorta. Semelhantes aos achados de Prasad, (1999); Lee et al. (2004); Das
et al. (2006) e Jorge et al. (2005); que verificaram o espessamento na artéria aorta;
esse dado esta em conformidade com o resultado deste estudo, em que as placas

foram desenvolvidas na artéria aorta, precisamente no arco aértico.

As lesdes ateroscleréticas sdo iniciadas pela agressao ao endotélio, seguidas
pela migragdo das LDL para a camada intima da artéria, tornando-se oxidadas, e,
entdo, se da inicio ao processo aterosclerético e seu desenvolvimento. Por meio de
dieta hiperlipidémica, os coelhos tornam-se rapidamente hipercolesterolémicos, e as
lesbes resultantes consistem primariamente de macroéfagos, derivados de células
espumosas (DORNAS et al.,, 2010) sendo essas as lesdes encontradas nos
resultados deste estudo.
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As alteracdes histopatologicas da aterosclerose ocorrem na parede do vaso.
Para a classificagcdo das lesbes foi adotada pela AHA seis tipos, segundo Stary
(apud GIANNINI, 2000). Na analise da morfologia da placa no arco aoértico, nos
resultados deste estudo, foram observadas lesdes do tipo | e Il. Sendo que a leséao
do tipo | ocorre com a adaptacdo do espessamento do vaso, com depdsitos de
lipideos na camada subendotelial, chamadas de estrias gordurosas (COTTIN et al.,
2001; KHARBANDA; MACALLISTER, 2005).

Em estudo com coelhos hipercolesterolémicos foi observada a primeira
alteracdo que ocorre nas artérias, com a aderéncia de mondcitos ao endotélio
(FRANCA; FRANGCA, 2001). Os resultados deste estudo mostram que houve a
formacao de células espumosas no arco aortico. A lesdo do tipo | consiste de
camadas de macrofagos, células espumosas e sdo designadas como estrias
gordurosas (STARY et al., 1995; ASGARY; SABERI; AZAMPANAH, 2007) o que
confirma os resultados deste estudo, em que se verificou 0 espessamento da
camada subendotelial no arco aértico dos coelhos, tanto do grupo G2, como no G3,
com a administracao de émega-3, estando em concordancia com os pesquisadores,
que relataram ser a aorta o local de eleicdo para a formacdo da aterosclerose,
principalmente em suas bifurcacdes (ARAUJO, 2007; HASTINGS et al., 2007).

Em pesquisas experimentais € utilizada dieta rica, contendo colesterol, para
avaliar se houve o0 espessamento da camada subendotelial da artéria. A
porcentagem alta de colesterol em gordura saturada provoca a formacgao de placas
ateroscleroticas (WAQAR et al., 2010) e podem obstruir o limen do vaso (RAMOS et
al., 2007) por meio de lesdes avancadas (FRANCOSO; COATES, 2002). Nos
resultados deste estudo foi observado o espessamento subendotelial no arco
aortico, nos dois grupos em que foi administrada a dieta hiperlipidémica. No entanto,
no grupo G2, a média do espessamento subendotelial foi de 55,65%, ja no grupo G3
foi verificado maior espessamento, com média de 57,55% — embora tenha sido
administrado dmega-3, ndao houve obstrugéo total dos vasos afetados durante os 99
dias, e nenhum 6bito dos animais. Nao foi observado efeito preventivo do dmega-3
na dose utilizada, na formacao da lesdo subendotelial.

Hansson (2001); Ma et al. (2008) e Dijk et al. (2010) citam que as artérias de

grande e médio calibre, como a carétida e a femoral, sdo os locais onde mais ocorre
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o processo da formagédo da aterosclerose. No entanto, os achados nos resultados

deste estudo ndo mostraram nenhuma alteragéo histoldgica nesses vasos.
6.4 Omega-3 na prevencao da aterosclerose

O interesse pelo uso do 6mega-3 vem desde a década de 70, quando Bang e
Dyerberg relataram que os esquimds apresentavam baixas taxas com relacdo a
doenca cardiovascular (TORREJON; JUNG; DECKELBAUM, 2007 apud LAVIE et
al., 2008). No entanto, é importante salientar que existem outros fatores que
contribuem com a baixa taxa de doenca cardiovascular, como o fator genético ou a

qualidade de vida dessa populacéo.

Existem muitas controvérsias em relacdo ao uso dos &cidos graxos dmega-3,
em relacdo a reducgédo dos niveis de CT. Como em trabalho realizado com humanos,
Lindsey, Pronczuk e Hayes (1992) citam que ndo houve alteracdo nos niveis de
colesterol, este resultado é diferente ao de Clubb Jr et al. (1989) que realizaram
experimento com coelhos machos e fémeas, e o resultado foi a redugéo significativa
em 35% e 50% — respectivamente — nas concentracées dos niveis de CT. Porém,
analisando os resultados do experimento de Jorge et al. (1997) esses sdo contrarios
aos encontrados apenas em coelhos machos, em que os niveis plasmaticos de CT
aumentaram. Os resultados deste estudo sdo semelhantes aos encontrados no
experimento de Jorge et al. (1997) em que, apesar de o resultado ter sido nao
significante em relacdo ao grupo tratado e o grupo hiperlipidémico, os niveis do
grupo tratado (G3) foi maior em relagdao ao grupo hiperlipidémico (G2). Os niveis do
CT nao reduziram com a ingestdo dos acidos graxos O6mega-3. Os achados
encontrados neste trabalho sdo contraditérios aos dos pesquisadores, sendo
necessario esclarecer o efeito do d&mega-3 nos niveis do colesterol total, para que a
populacdo ndo faga uso de uma substancia que eleve os niveis do CT, trazendo

prejuizo para a saude.

Estudos realizados para verificar o efeito do 6mega-3 nos niveis do LDL sao
contraditérios nos experimentos, em que os pesquisadores Stalenhoef et al. (1999) e
Simao et al. (2007) descrevem o aumento dos niveis de LDL — esses resultados
sao semelhantes ao deste estudo. Sendo diferente dos resultados encontrados por

Lindsey, Pronczuk e Hayes (1992) que citam o fato de que os niveis de LDL
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permaneceram inalterados, sendo semelhante aos resultados de Jorge et al. (1997)
e Campos et al. (1989) em que nao ocorreram variagoes significantes nos niveis
encontrados. Os resultados encontrados nas pesquisas, com relacdo ao
experimento deste estudo sao diferentes, pois a ingestdo do 6mega-3 nao reduziu
os niveis lipidicos do LDL, mas aumentaram de 20 mg/dL para 1000 mg/dL, aos 99
dias do experimento no grupo tratado.

Os niveis de VLDL, nos resultados deste estudo, aumentaram durante o
experimento, sendo diferentes dos resultados encontrados por Clubb Jr et al. (1989)
que afirmaram ter o émega-3 reduzido os niveis de VLDL, contrariando os
resultados de Jorge et al. (1997) que observaram aumento em 42% das VLDL em
coelhos, corroborando com os resultados deste estudo; e contrario aos resultados
de Simao et al. (2007) que nao apresentou alteracdo nos niveis de VLDL em
humanos. Ja Simopoulos (1991) e Stalenhoef et al. (1999) afirmam que a reducgéo
na secrecao de VLDL ocorre pela oxidacdo no aumento de acidos graxos. Os
resultados confrontam-se em relagdo ao efeito do dmega-3, em reduzir as VLDL.
Esse fato deve ser esclarecido melhor. Sabe-se que parte do colesterol € produzido
pelo figado, e o acido graxo émega-3, dependendo do tempo em que € ingerido,
pode interferir na oxidacao das VLDL. Como também, nao é apenas a ingestao de
acido graxo poli-insaturado que faz com que os niveis sejam reduzidos, pois a dieta
equilibrada com menos colesterol e gorduras saturadas, e o fator genético interferem

no aumento dos niveis das VLDL.

A acao da ingestdao de 6mega-3 nos niveis do HDL, aos 33 dias, aumentou de
20 mg/dL para 50 mg/dL. Porém baixou aos 66 e 99 dias, apesar de o resultado ndo
ter sido significante entre os grupos G2 e G3, sendo 0s niveis mais baixos no grupo
que ingeriu 0 6mega-3. Os resultados deste estudo sdo semelhantes aos de Jorge et
al. (1997) em que nao ocorreu variagao nos niveis de HDL; diferente dos resultado
encontrados por Campos et al. (1989) em que nao houve diferengas significativas.
Para Lindsey, Pronczuk e Haye (1992) os niveis permaneceram inalterados, e
contrarios aos resultados de Stalenhoef et al. (1999) em que o 6mega aumentou 0s
niveis do HDL. Os resultados deste estudo ndo diferem dos encontrados pelos
autores, conforme descrevem Jung et al. (2008) e a Sociedade Brasileira de
Cardiologia (2007) ao citarem que o 6mega-3 pode nao reduzir os niveis do HDL,
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corroborando com os resultados deste estudo, e assim tornando um fator de risco

para a aterosclerose, ja que esse é considerado um bom colesterol.

Pesquisas realizadas tanto com coelhos como em humanos mostram 0s
efeitos benéficos do émega-3 na redugéo sobre os niveis de triglicerideos, porém os
resultados deste estudo sdo contrarios aos pesquisados na literatura. Neste estudo
foi encontrado niveis de triglicerideos aumentados durante o experimento — aos 33
dias os niveis eram de 100 mg/dL e passaram para 300 mg/dL aos 99 dias, sendo
contrarios aos resultados de Jorge et al. (1997); Lindsey, Pronczuk e Hayes (1992);
Stalenhoef et al. (1999) quando mostraram que houve reducdo nos niveis de

triglicerideos, e este fato também torna um fator de risco para a aterosclerose.

Os acidos graxos dmega-3 sao citados por Schacky; Harris (2006) em
relacdo a produzir varios beneficios a saude humana, principalmente nas doencas
cardiovasculares, na prevencdao ao infarto do miocardio e ao acidente vascular
encefalico. Estes efeitos sobre 0 mecanismo de acao nao estdo esclarecidos. Dietas
acrescidas com 6mega-3 poderiam melhorar o perfil lipidico, tanto em humanos
quanto em animais, e assim reduzir os riscos de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (SCHACKY; HARRIS, 2007; BAYS, 2008; SANTOS;
BORTOLOZO, 2008).

Estudos mostram que um dos efeitos do dmega-3 é diminuir os niveis de
triglicerideo  (SCHACKY; HARRIS, 2007; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2007). E um achado importante neste trabalho foi que os niveis
aumentaram, sendo os resultados deste estudo foram contraditérios em relagdo aos
pesquisados; destacando-se a diminuicdo das concentracbes plasmaticas de
triglicerideos, citado nas pesquisas como um dos principais efeitos do dmega-3
(ANJO, 2004; MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2006; TATARCZYK et al., 2007;
SCHIANO et al., 2008). Nos resultados de Clubb Jr et al., (1989) os triglicerideos
reduziram em 50% nas coelhas, lembrando de que este fato pode ser devido a
protecdo hormonal das fémeas, assim sendo contrarios aos resultados desta

pesquisa.

A maioria dos autores, entre eles, Thies, et al. (2003); Anjo (2004); Fornazzari
et al. (2007); Sechi et al. (2007) ; Jung et al. (2008); Lavie et al. (2009); citam que a
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ingestdo de acido graxo poli-insaturado émega-3 transmite protecdo nas doencas
cardiovasculares, como também efeitos benéficos na aterosclerose. Apesar de néo
ter ocorrido ébito dos animais, neste estudo nao foi comprovada a melhoria na
prevencao da placa aterosclerética, pois ocorreu a formagéao de células espumosas

e, se ultrapasse aos 99 dias.

As dislipidemias estdo entre os fatores que influenciam a doenca
aterosclerotica, com os niveis altos do colesterol total, LDL e triglicerideo, e com o
baixo nivel do HDL. Assim, um dos mecanismos do 6mega-3 estd em reduzir as
concentracdes destes niveis plasmaticos, principalmente os triglicerideos, com
excecdo do HDL (SIMAO et al., 2007; JUNG et al., 2008; SANTOS; BORTOLOZO,
2008). O que nao foi confirmado nos resultados deste estudo, pois mostraram que
0s animais tratados com os acidos graxos 6mega3 elevaram o colesterol total, assim
também as VLDL, LDL e baixou o nivel das HDL, que é considerado um protetor da

aterosclerose, quando o nivel é mais alto que as LDL.

Experimentalmente, o processo da aterosclerose pode ser percebido com
eficacia aos 99 dias de exposicao a uma dieta hiperlipidémica, (SANTOS, 2008) com
espessamento da camada subendotelial, por formacdo de células espumosas,
(DORNAS et al., 2010; ZHAOQ et al., 2007). De forma rapida, a atividade inflamatéria
torna-se nitida, com aumento de expressdao de moléculas de adesdo e migracao
celular, sendo a fase inicial com macréfagos repletos de colesterol, com as LDL
oxidadas, (MISSEL, et al., 2009). Nos resultados das observacdes histologicas foi
demonstrado que a dieta hiperlipidémica associada ao nivel de LDL e triglicerideos &
responsavel pelo espessamento aterosclerético subendotelial. Quando comparamos
o grupo de animais tratado em relacao ao hiperlipidémico, verificou-se que o dmega-
3 nao realizou nenhum efeito na prevencao da aterosclerose, pois todos os animais
apresentaram espessamento e formacao de células espumosas, com a dose de 221
mg. Clubb Jr et al., (1989) também observaram células espumosas, macréfagos e
células musculares lisas em coelhos hipercolesterolémicos; tratados com émega-3,

consumidos em média de 150 a 200 mg/kg/dia.

Com o aumento dos niveis lipidicos, verificou-se elevagcdo do numero de
células espumosas na camada subendotelial arterial, nos dois grupos submetidos a

dieta hiperlipidémica. Por esses resultados, os acidos graxos 6mega-3 induziriam a
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aterosclerose, agravando a peroxidacéao lipidica e elevando o colesterol plasmatico
— resultado nao significante entre os dois grupos: G1 e G2. Adelstein; Ferguson;
Roger, (1992) verificaram elevagdes da LDL e também dos triglicerideos nos animais
tratados com &cidos graxos Omega-3, embora nao constatassem diferenca
significante com o grupo hipercolesterolémico. Jorge et al. (1997) por outro lado,
observaram reducao dos triglicerideos, e Yano et al. (1995) reducao nas LDL, com
coelhos tratados com émega-3. Esses resultados também mostram que o 6mega-3
pode nao ter efeito hipolipidémico, ja que aumentou a peroxidacao lipidica nas LDL,

aumentando o processo da aterosclerose.

Vale ressaltar que os resultados nos niveis do perfil lipidico, aparentemente
contraditério em relagdo aos resultados deste estudo com os de outros
pesquisadores, um dos fatores pode ter relagdo com a espécie do coelho, ou com a
dose ideal para a patologia, ja que ndo estd esclarecida, sendo administradas
diferentes doses, como citado por diversos autores. O ©6mega-3, quando
administrado em alta dose (4 a 10 g/dia), baixa os niveis de triglicerideos e
aumentam discretamente o HDL, segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia
(2007). Em doses de 2 a 4 g/dia reduz a hipertrigliceridemia, (HOUSTOM et al.,
2009) e, para prevencao de doencas cardiovasculares e infarto do miocardio, a
ingestao de 1 g/dia (SCHARCKY; HARRIS, 2007; TATARCZYK et al., 2007). Neste
estudo utilizou-se uma dose de 221 mg/kg para coelho com peso entre 2.3 kg a 3kg.
Considerando que nao foi uma dose baixa, em relacdo ao peso de um homem com

70 kg, e que ingere uma capsula de 1000 mg.

E importante salientar que as pesquisas mostram resultados positivos do
6mega-3, em relacdo as doencgas cardiovasculares, sendo a aterosclerose a
principal consequéncia do infarto do miocardio e dos acidentes vasculares
encefalicos, causados pela obstrucao parcial ou total dos vasos, provocada pelo
aumento da placa aterosclerética. Os resultados deste estudo ndo coincidem com os
diversos estudos, principalmente em relagdo aos niveis do triglicerideo. E importante
também verificar os efeitos do 6mega-3 no figado, pois 75% do colesterol endégeno
sao produzidos por ele. As pesquisas visam a esclarecer o efeito do 6mega em
baixar os triglicerideos e aumentar os niveis do HDL, sem observar quais sdo os

efeitos no figado.
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E importante salientar que, se as pesquisas mostram resultados positivos do
6mega-3 na prevencao de doenca, como as cardiovasculares, sdo necessarias que
novas pesquisas sejam realizadas, para confirmar os efeitos reais do 6mega-3 em
relacdo a saude da populacdo. Os resultados deste estudo sobre os acidos graxos é
que nao tém efeito sobre a formacédo de células espumosas, como também néao
baixaram o nivel do triglicerideo. Esses dados sugerem que o acido graxo émega-3
— 0 0leo de peixe na dieta — pode acrescentar os niveis das lipoproteinas, e assim
levando a hiperlipidemia.

O principal efeito do dmega-3 é baixar os niveis do triglicerideo, que nao foi
observado neste estudo. Sendo assim, existe uma divulgacao exagerada sobre os
efeitos do dmega-3, pela industria farmacéutica, em relagdo aos efeitos benéficos
deste acido graxo poli-insaturado. Os efeitos benéficos que foram encontrados nos
esquimés da Groenlandia devem ser devido a diversos fatores, como o genético, o
estilo de vida, pois a acdo do mecanismo do émega-3 ainda nao esta esclarecida,
segundo os artigos pesquisados.
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7 CONCLUSAO
e

1. A dieta experimental com gema de ovo de galinha é eficaz para inducao de
aterosclerose experimental;

2. O O6mega-3 ndo tem efeito preventivo na reducdo do espessamento
aterosclerotico subendotelial com a dieta hiperlipidémica, no modelo utilizado
com a dose de 221 mg/kg;

3. O dmega-3 nao reduz os niveis séricos do colesterol total, nem suas fracdes,
ou o triglicerideo e ndo aumenta a fragédo do HDLc.
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APENDICE A — Formulario referente a Ficha de Coleta de Sangue

EFEITOS DO OMEGA-3 NA PAREDE ARTERIAL DE COELHOS ALBINOS
(Oryctolagus cuniculus) SUBMETIDOS A ATEROSCLEROSE EXPERIMENTAL

FICHA DE COLETA DO SANGUE

Coelho Grupo,

Peso
Data: _/__/

Relato sobre o Grupo / Aspecto Geral:

Procedimento de Coleta de Sangue para Analise Laboratorial:

RESULTADOS DOS EXAMES - VALOR DE REFERENCIA

ANIMAL COLESTEROL HDL LDL VLDL TRIGLICERIDEOS

COELHO1

COELHO2

COELHO3

COELHO4

COELHO5

COELHO6

COELHO7

Observacoes / Dificuldades:

Responsavel pelo preenchimento:
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APENDICE B - Ficha de Controle Individual para a dieta

EFEITOS DO OMEGA-3 NA PAREDE ARTERIAL DE COELHOS ALBINOS
(Oryctolagus cuniculus) SUBMETIDOS A ATEROSCLEROSE EXPERIMENTAL

FICHA DE CONTROLE INDIVIDUAL PARA DIETA HIPERLIPIDEMICA

Grupo Animal
Coelho ___, Gaiola , Hora .
Programacao da racédo — 2009 Agua: ad libitum

Aspecto Geral:

12. Tomada:
Hora: Inicio : Término : Duracao :
Trocade dgua sim( ) nao( ) Limpeza da gaiola sim( ) nao (

)

Nivel de aceitagao da dieta:

Otimo( ), bom ( ), regular( ), aceitac/ dificuldade ( ), aceita ¢/ muita
dificuldade ( ) ndo aceitou ( )
Observagbes gerais:

22 Tomada:

Hora: Inicio Término__ :  Duragdo__ :
Nivel de aceitacao da dieta:

Otimo (), bom (), regular ( ), aceita ¢/ dificuldade ( ), aceita ¢/ muita
dificuldade

() nao aceitou ( )
Observagbes gerais:

Responsavel pelo preenchimento:
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APENDICE C- Ficha de necropsia

ESTUDO DOS EFEITOS DO OMEGA-3 EM COELHOS ALBINOS (Oryctolagus
cuniculus) SUBMETIDOS A ATEROSCLEROSE EXPERIMENTAL

FICHA DE CONTROLE INDIVIDUAL
NECROPSIA

Grupo Coelho N2 Gaiola: Data: / / Hora:

Descricao do Procedimento:

Achados:

Conclusao:

Observacoes:

Responsavel pelo preenchimento:




APENDICE D — RESULTADOS BIOQUIMICOS DO SANGUE

COLESTEROL TOTAL
DIA: 0
G1 G2 G3
57 53 66
48 54 50
37 59 125
74 44 37
49 50 62
45 51 22
55 76 59
DIA: 33
G1 G2 G3
65 826 565
42 847 365
40 961 937
90 863 740
86 835 678
50 689 247
62 851 538
DIA: 66
G1 G2 G3
70 801 1002
36 1097 977
34 856 950
100 957 988
95 1013 1063
42 1101 678
57 939 944
DIA: 99
G1 G2 G3
62 814 1144
38 981 1067
35 1009 1077
89 961 1093
100 1024 1161
50 795 1081
55 849 1167
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APENDICE E — RESULTADOS BIOQUIMICOS DO SANGUE

LDL
DIA: 0
G1 G2 G3
15,00 5 20,2
1,40 10 13,4
6,40 13 54,4
24,00 10 9,4
14,00 5 28,0
0,80 21 1,6
8,80 13 24,2
DIA: 33
G1 G2 G3
3,8 775,80 | 472,40
4,2 678,60 | 290,60
16,0 883,60 | 847,00
13,4 774,20 | 667,80
14,2 774,80 | 599,20
7,6 751,40 | 175,20
4,4 770,20 | 492,20
DIA: 66
G1 G2 G3
13,8 746,00 736,0
6,0 360,80 835,0
68,0 740,80 786,0
63,8 896,80 | 1023,0
2,6 931,20 984,0
7,2 563,40 967,0
1,8 756,20 978,0
DIA: 99
G1 G2 G3
17,6 743 883
1,8 861 1000
18,0 909 984
9,6 873 1020
25,4 930 1064
2,2 479 1008
34,8 725 1098
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APENDICE F — RESULTADOS BIOQUIMICOS DO SANGUE

VLDL
DIA: 0
G1 G2 G3
12,0 15 13,6
17,4 13 19,6
14,4 16 42,6
12,0 10 13,6
7,0 11 10,0
15,8 9 12,4
10,2 15 9,8
DIA:33
G1 G2 G3
10,2 6,2 42,4
14,8 17,4 20,4
12,0 17,4 55,0
11,6 89,8 27,2
8,8 12,2 7,8
20,4 35,6 8,8
15,6 20,8 7,8
DIA: 66
G1 G2 G3
10,2 7,0 136,8
10,0 8,2 32,6
22,0 62,2 32,0
10,2 14,2 91,0
11,4 15,8 20,0
8,2 15,6 20,0
28,2 139,8 10,6
DIA: 99
G1 G2 G3
2,6 11 236
16,2 14 47
11,0 60 66
12,4 22 43
12,6 23 58
10,8 26 15
11,2 85 40
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APENDICE G — RESULTADOS BIOQUIMICOS DO SANGUE

HDL

DIA: 0
G1 G2 G3
37 33 32
35 54 17
29 29 28
38 33 14
28 34 24
30 18 8
36 48 25

DIA: 33
G1 G2 G3
28 44 50
36 51 54
28 60 35
42 79 45
34 48 71
35 52 63
32 60 38

DIA: 66
G1 G2 G3
28 35 39
36 59 40
28 53 34
42 73 39
34 66 44
35 58 55
32 43 46

DIA: 99
G1 G2 G3
28 60 25
36 41 20
28 40 27
42 66 30
34 76 39
35 42 58
32 39 29

99



APENDICE H — RESULTADOS BIOQUIMICOS DO SANGUE

TRIGLICERIDEO

DIA: 0
G1 G2 G3
60 73 68
87 56 98
72 79 213
60 49 68
35 54 50
79 70 62
51 73 49
DIA: 33
G1 G2 G3
51 31 213
74 165 102
60 87 275
58 49 136
44 61 39
102 50 44
78 104 39
DIA: 66
G1 G2 G3
51 35 684
50 152 163
110 311 159
51 71 455
57 79 100
41 535 100
141 699 53
DIA: 99
G1 G2 G3
13 53 1179
81 434 236
55 300 332
62 108 215
6 116 292
54 1456 76
56 423 198

100



