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RESUMO

As doencas cardiovasculares (DCV) constituem a principal causa de mortalidade no
mundo. O Brasil acompanha esse fenbmeno internacional apresentando estatisticas
com valores percentuais em torno de 25%, sendo responsaveis por cerca de
250.000 mortes ao ano. Dentre as mortes por DCV, a doenca aterosclerética
coronariana foi a segunda causa, correspondendo a 31% do total. Apesar dos
avancos da cardiologia, novas abordagens para prevenir a progressao da
aterosclerose e suas consequéncias como o infarto agudo do miocardio sé&o
necessérias. Evidéncias clinicas enfatizam que a ado¢do de medidas de prevencao
sdo medidas satisfatOrias para minimizar e prevenir 0s eventos coronarianos. A
semente de linhaga contém substancias biologicamente ativas, como a lignana, as
fibras e o acido graxo linolénico, as quais apresentam efeitos cardioprotetores. O
presente estudo teve como objetivo avaliar os potenciais efeitos hipolipémicos, anti-
aterogénicos e antiinflamatérios da semente de linhaca em um modelo experimental
com coelhos submetidos a uma dieta hipercolesterolémica a 1% de colesterol. Para
a realizacdo do experimento, que teve duracdo de 8 semanas foram utilizados 20
coelhos machos da linhagem New Zeland. Os animais foram randomizados
aleatoriamente em 2 grupos, com 10 animais em cada grupo, conforme o tratamento
dietético recebido. O grupo G1 (controle) e o grupo G2 (estudo) receberam durante
todo o periodo de experimentacdo a dieta padrdao Nuvilab® acrescida a 1% de
colesterol proveniente do ovo liofilizado. A partir da 5% até a 8% semana foi
adicionado na dieta hipercolesterolémica do grupo G2 8g/kg de peso/coelho de
semente de linhaga triturada, totalizando em média 30 g/dia. Foram coletadas
amostras de sangue no momento inicial e no final para dosagens de colesterol total,
LDL — C, HDL — C e triglicerideos. Os animais foram levados a eutanasia no
quinguagésimo sexto dia para a remoc¢do da aorta descendente e do arco adrtico.
Os segmentos aorticos foram encaminhados para a analise histolégica quantitativa e
gualitativa e para analise imunohistoquimica. O ganho de peso corporal dos coelhos
suplementados com semente de linhaca foi significativamente menor (p<0,01). A
inclusdo da semente promoveu também uma reducéo significativa nos niveis séricos
de colesterol total (1676, 70 mg/dl vs 1006,83 mg/dl) e de LDL — C (1596,12 mg/dl vs
1074,32 mg/dl). N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre os graus
de lesbes ateroscleroticas entre os grupos. Afinal, a maioria dos animais
apresentaram lesdes grau lll. Nao foram encontradas evidéncias estatisticas para a
area da camada intima e razao intima/média dos segmentos aérticos em ambos o0s
grupos. A concentracdo de VCAM — 1 e ICAM — 2 néo apresentou diferencas
estatisticas significativas entre os grupos. Conclusdo: A administracdo da semente
de linhaca apresentou acdo hipolipemiante, porém ndo atuou na prevencao da
aterogénese.

Palavras-chave: Doencas cardiovasculares. Alimentos funcionais. Semente de
linhaga.
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ABSTRACT

Cardiovascular illnesses (CVD) constitute the main cause of mortality in the world.
Brazil has the same international phenomenon presenting prevalence of 25%, being
responsible for about 250.000 deaths to the year. Amongst the deaths for CVD, the
coronary artery disease was the second cause, corresponding 31% of the total.
Although the advances in cardiology, new boarding to prevent the progression of
atherosclerosis and its consequences as acute myocardial infarction of the
myocardium are necessary. Clinical evidences emphasize that the adoption of
measures of prevention is measured satisfactory to minimize and to prevent the
coronary events. The flaxseed contains active biologic substances as the lignan, the
staple fibers and acid the greasy linolenic which present cardio protective effects.
This study aimed to evaluate the potential effects hypolipidemic, antiatherogenic and
anti-inflammatory effect of the flaxseed in an experimental model with rabbits
submitted to a hypercholesterolemic diet to 1% of cholesterol. To carry out the
experiment, which lasted from 8 weeks were used 20 rabbits male lineage of New
Zealand. The animals were randomized into 2 groups randomly, with 10 animals in
each group, as a dietary received. The G1 (control) and G2 (study) received during
the whole period of testing the standard diet Nuvilab® increased to 1% of cholesterol
from the egg freeze-dried. From the 5th to 8th week was added in
hypercholesterolemic diet of G2 8g/kg weight/rabbit of flaxseed ground, totaling on
average 30 grams/day. Blood samples were collected at the time the initial and final
determinations for total cholesterol, LDL - C, HDL - C and triglycerides. The animals
were taken to euthanasia in the sixth fiftieth day for the removal of the descending
aortic and the aortic arch. The aortic segments were transported to the histological
analysis and quantitative and qualitative analysis to immunohistochemistry. The gain
in body weight of rabbits fed with flaxseed was significantly lower (p <0.01). The
inclusion of flaxseed also promoted a significant reduction in serum levels of total
cholesterol (1676, 70 mg / dl vs 1006.83 mg / dl) and LDL - C (1596.12 mg / dl vs
1074.32 mg / dl). There was no statistically significant differences between the
degrees of atherosclerotic lesions between the groups. After all, most animals
showed grade Il injuries. There were no statistical evidence to the litter close and
intimate reason / average of aortic segments in both groups. The concentration of
VCAM - 1 and ICAM - 2 showed no statistically significant differences between
groups. Conclusion: The administration of seed linseed presented hypolipidemic
action, but not acted on prevention of atherogenesis.

Keywords: Cardiovascular illnesses. Functional foods. Flaxseed.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) constituem a principal causa de
mortalidade no mundo. O Brasil acompanha esse fendmeno internacional
apresentando estatisticas com valores percentuais em torno de 25%, sendo
responsaveis por cerca de 250.000 mortes ao ano .

Dentre as mortes por DCV, a doenca aterosclerdtica coronariana foi a
segunda causa mais freqiiente correspondendo a 31% do total *. E, pelo que
indicam as tendéncias epidemiologicas, as morbidades cardiovasculares terdo um
acréscimo em todos os paises preferencialmente nos paises em desenvolvimento.

Estudos epidemioldgicos evidenciam que ha uma correlacdo positiva entre a
exposicdo aos fatores de risco modificAveis como obesidade, dislipidemia,
tabagismo, sedentarismo e resisténcia insulinica com a etiologia do processo
aterosclerético®. Fornés et al (2002)* complementam que os habitos alimentares
apresentam-se como marcadores de risco para doencgas cardiovasculares, na
medida em que o consumo elevado de colesterol, lipidios e acidos graxos saturados
somados ao baixo consumo de fibras, participam na etiologia das dislipidemias.

Uma questéo critica emerge destas consideragcfes: quais passos na cascata
de eventos que levam a formacédo da placa de ateroma deveriam ser abordados
para inibir a aterosclerose? Informacgdes de estudos clinicos indicam que a reducao
do LDL (lipoproteina de baixa densidade) colesterol (LDL - C) tem um impacto maior
na reducdo do acidente vascular cerebral, do infarto do miocardio e da mortalidade
cardiovascular. Ensaios clinicos, com modelos experimentais, demonstraram que a
inclusdo de alimentos funcionais na dieta promove melhoras nos fatores de riscos
vinculados as doencas cardiovasculares como as hipercolesterolémicas *°°.

E indiscutivel a importancia do controle dos fatores de risco cardiovasculares.
Mas, também, € uma realidade a existéncia de dificuldades em manejar pacientes
dislipidémicos, hipertensos, obesos, diabéticos e tabagistas. Diante da escassez de
perspectivas futuras para o melhor controle destes fatores de risco, a utilizacdo de
substancias que retardem a progressdo da doenca aterosclergtica mesmo nha
presenca de fatores de risco pode ser uma ferramenta promissora na prevengao e

tratamento das DCV.
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Apesar dos avancos da cardiologia, novas abordagens para prevenir a
progressdo da aterosclerose e suas consequéncias como o infarto agudo do
miocardio e o acidente vascular cerebral sdo necessarias. Evidéncias clinicas
enfatizam que a adocdo de medidas de prevencdo, através da prescricdo e do
consumo regular de alimentos funcionais, sdo medidas satisfatérias para minimizar e
prevenir 0s eventos coronarianos ° .

A semente de linhaca é considerada um alimento funcional por conter
substancias biologicamente ativas como a lignana, as fibras e o acido graxo
linolénico os quais apresentam efeitos cardioprotetores #9191,

Este trabalho tem como objetivo demonstrar os beneficios da utilizacdo da
semente de linhaca na prevencao e no tratamento das morbidades cardiovasculares,
das quais faz parte o processo aterogénico. Assim como também, pretende-se
avaliar a efetividade da inclusdo desse alimento funcional em protocolos clinicos

preventivos das cardiopatias.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é avaliar os potenciais efeitos na aterogénese da
semente de linhaca em um modelo experimental com coelhos submetidos a dieta

hipercolesterolémica a 1%.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Verificar o perfil bioquimico dos dois grupos de coelhos que receberam a dieta
hipercolesterolémica acrescida ou ndo com semente de linhaca.
* Avaliar histologicamente e imunohistoquimicamente a placa aterosclerética dos

dois grupos estudados.



17

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 0 PROCESSO ATEROGENICO

A aterosclerose € uma doenca multifatorial que se desenvolve ao longo de
muitos anos, a qual € resultante de uma cascata de eventos envolvendo a interacao
entre células circulantes e substancias na parede vascular. O primeiro passo desta
cascata envolve o dano ao endotélio causado pelos fatores de risco
cardiovasculares tradicionais como o diabetes, a hipertensédo e a dislipidemia, sendo
0 excesso de LDL - C e de radicais livres, as maiores causas de injuria endotelial

12,13

O dano endotelial resulta em uma menor producdo de Oxido nitrico, o qual,
em situacdes fisioldgicas normais, é responsavel pela inibicdo da inflamacado, da
trombose e do crescimento e proliferacdo das células musculares lisas. Outra
manifestacdo de agressdo ao endotélio é a expressdo de moléculas de adesao
celular: molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) e molécula de adeséo da célula
vascular-1 (VCAM-1). O VCAM-1 promove a adesdo de mondcitos, macréfagos e
plaquetas circulantes ** *°.

Desta forma, tem inicio uma reacéo inflamatéria, a0 mesmo tempo em que
sao produzidas citocinas como a proteina de quimioatracdo dos mondcitos-1 (MCP-
1), que dirige a migracdo dos mondcitos e macroéfagos para a parede vascular. O
LDL - C é congregado a intima, a qual consiste na parte da parede vascular mais
proxima da corrente sanguinea, sendo fagocitado pelos macréfagos para formar as
células espumosas, as foam cells ** °.

A fagocitose é marcadamente aumentada quando o LDL - C é oxidado pelo
superoéxido, produzido pelos leucdcitos. As células espumosas saturadas de lipideos
se rompem na parede vascular para formar as estrias gordurosas, responsaveis pela
desconfiguracdo do vaso. As células musculares lisas migram da média para a
intima, onde proliferam e formam uma neointima com aumento da producdo da
matriz extracelular, levando ao desenvolvimento de uma placa aterosclerética

organizada ** *°.
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Considera-se que estas mudangas das células musculares lisas constituam
um evento tardio no processo aterosclerotico. Entretanto, evidéncias recentes
sugerem que a formacgéo precoce da neointima pode contribuir para o0 aumento do
processo inflamatério e trombético, levando a aterosclerose na parede vascular °.

As lesbes aterosclerdticas podem ser classificadas inicialmente como lesdes
tipo I, Il e lll. As lesbes do tipo | e Il representam pequenos depdsitos lipidicos na
intima arterial sendo que o tipo Il inclui as lesGes designadas como estrias
gordurosas. O tipo Il representa o estagio que liga o tipo Il as lesbes avancadas. O
termo lesdo precoce € algumas vezes utilizado para os tipos | e Il. As distin¢cdes que
separam o0s tipos de lesbes sdo baseadas em caracteristicas morfologicas
consistentes, as quais indicam que cada lesdo pode estabilizar temporariamente ou
permanentemente e que a progressao para o proximo estagio pode necessitar de
um estimulo adicional. As caracteristicas morfolégicas de cada lesdo e o tempo no
gual cada uma tende a aparecer e predominar no curso da vida humana constitui
forte evidéncia presuntiva de que os tipos I, Il e Ill sdo estagios sucessivos no
desenvolvimento da aterosclerose *" 2.

J& as lesdes ateroscleréticas avancadas podem ser classificadas em niveis
IV, V e VI. Nas lesdes do tipo IV, que ja pode ser conhecido como ateroma, um
denso acumulo de lipidios extracelulares ocupa uma regido extensa, mas bem
definida da intima. O tipo IV é a primeira lesdo considerada avancada nesta
classificacdo devido a severa desorganizacdo da intima causada pelo nucleo
lipidico. Quando esta cobertura do nucleo lipidico posteriormente tem um aumento
no tecido fibroso (principalmente colageno), a lesdo é entdo denominada tipo V. E
importante salientar que as lesdes dos tipos IV e V sado indiscriminadamente

chamadas placas fibrosas *" 8.



19

3.2 ALIMENTOS FUNCIONAIS

O termo alimentos funcionais foi inicialmente introduzido pelo governo do
Japdo em meados dos anos 1980, como resultado de esfor¢cos para desenvolver
alimentos que possibilitassem a reducdo de gastos na saude publica, uma vez que a
populacdo japonesa envelhecia e apresentavam uma grande expectativa de vida *°.

O principio de conceito de alimentos funcionais foi adotado mundialmente.
Apds periodos de trabalhos, no ano de 1991, essa categoria alimentar foi
regulamentada recebendo a denominacdo de FOSHU "Foods for Specified Health
Use ?°. A traducdio da expressdo para o portugués é de alimentos funcionais ou
nutracéuticos.

Alimento funcional €& aquele semelhante em aparéncia ao alimento
convencional, consumido normalmente, capaz de produzir efeitos metabdlicos ou
fisioloégicos desejaveis na manutencdo da saude. Adicionalmente as suas funcdes
nutricionais, como fonte de energia e de substrato para a formacédo de células e
tecidos, possui, em sua composi¢cao, uma ou mais substancias capazes de agir no
sentido de modular os processos metabdlicos. Estes atuam melhorando as
condicdes de saude, prevenindo o aparecimento precoce de doencas degenerativas,
que levam a uma diminuic&o da longevidade **.

Como um grande numero de alimentos funcionais tem sido introduzido no
mercado internacional, suas afirmacfes de serem benéficos para a saude podem
desafiar o limite tradicional entre alimento e medicina. Assim, as regulamenta¢cdes do
conceito de alimentos funcionais tém sido examinadas baseadas em conceitos
internacionais. E, €& geralmente aceito que estes alimentos devem fornecer
beneficios a saude além de seus valores nutricionais normais dentro do modelo
dietético diario %.

Em virtude do seu efeito preventivo de doencas cronicas nao transmissiveis,
os alimentos com propriedades funcionais exercem um grande papel na economia.
Os principais mercados para alimentos funcionais hoje sdo o Japao, os Estados
Unidos e a Europa. Estima-se que o mercado mundial de alimentos funcionais
movimentou, em 2005, em torno de US$ 60 bilhdes na Europa, Japdo e Estados

Unidos — s6 neste Gltimo ele representou US$ 15 bilhdes 2.
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E de extrema importancia salientar que a legislacdo brasileira ndo define
alimento funcional. E, sim define alegacao funcional de propriedade funcional e
alegacado de propriedade de saude e estabelece diretrizes para sua utilizacdo, bem
como as condi¢cdes de registro para os alimentos com alegacdo de propriedade

funcional .

3.3 SEMENTE DE LINHACA: SEUS NUTRIENTES E COMPONENTES BIOATIVOS

Na classe alimentar encontramos diversos componentes com propriedades
funcionais. A semente de linhaca (Linun usitatissimum) apresenta um grande
enfoque na pratica clinica, principalmente na linha de prevencdo de doencas
cardiovasculares, por conter trés constituintes funcionais: fitoestrégenos (lignanas),
fibra soltvel e &cido a - linolénico (6mega-3) °, sendo entdo recomendada como um
potente alimento funcional pela American Heart Association °.

De origem asiatica, a semente de linhaga pertence a familia das Linaceas e &
obtida a partir do linho, uma das plantas mais antigas da historia. Podem-se
encontrar duas variedades basicas de semente: a marrom e a dourada. Porém, néo
existem diferencas nutricionais na composi¢cao dos dois tipos nao interferindo assim
no seu potencial efeito funcional. A diferenca existente é que a semente de linhaca
marrom € cultivada em regifes de clima quente e imido enquanto que a dourada &
plantada em regides frias %.

A producdo mundial de semente de linhaca se encontra entre 2.300.000 e
2.500.000 toneladas anuais, sendo o Canada o principal produtor. Na América do
Sul, o maior produtor € a Argentina, com cerca de 80 toneladas/ano. O Brasil
apresenta uma baixa producéo, cerca de 20 toneladas/ano %°.

Na composicdo nutricional, a semente de linhaca é constituida por 41% de
gorduras, 28% de fibra dietética, 21% de proteinas, carboidratos, vitaminas e
minerais. A fonte lipidica da linhaca € constituida em 55% por acidos a -linolénicos,
caracterizando-a como oleaginosa com maior concentracdo desse composto. Em
uma colher de sopa de semente de linhaca, encontra-se 8,8 mg de

secoisolariciresinol (SGD)°.
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3.3.1 Lignanas e suas propriedades funcionais

A semente de linhaca contém uma elevada concentracédo fitoestrogenos,
denotados pelas lignanas. Os fitoestrégenos sao substancias encontradas nas
plantas que apresentam uma estrutura quimica semelhante ao estradiol enddgeno.
Dessa forma, eles se ligam aos receptores estrogénicos podendo desempenhar
efeitos estrogénicos ou anti — estrogénicos, executando funcbes fisiologicas
semelhantes ao estradiol %',

As lignanas vegetais, encontradas na semente, na forma de
secoisolariciresinol, sdo compostos fendlicos, cuja ligagdo com o carboidrato é
removida pelas bactérias intestinais p— glucosidases, resultando em enterodiol e
enterolactona (figura 01), compostos lignanicos bioativos em seres humanos. Esses
sdo absorvidos no colon intestinal e conjugados no figado. Os compostos
conjugados sao excretados na urina e na bile, podendo ser reabsorvidos pela

circulacdo enterohepatica > 2’.

HO CHaH
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H

Figura 01 — Esquema representativo da oxidacdo do enterodiol a enterolactona.
Fonte: Velasquez & Bathena (2002) %

Os compostos lignanicos, quando ingeridos, sdo capazes de promover
reducdes nos niveis séricos de colesterol plasmatico, conforme reportado por varios
autores. Ratnayake et al (1992) %, evidenciaram, em estudo experimental, uma
reducdo nos niveis de colesterol total e LDL — C, em filhotes de ratos alimentados
com dieta enriquecida com semente de linhaca por 90 dias quando comparados com
0 grupo controle. Em estudo randomizado, duplo — cego realizado com 38 mulheres
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hipercolesterolémicas no climatério, foi comprovada que a ingestéo de pées integrais
contendo 38 gramas de linhaga, por seis semanas, foi suficiente para uma reducéo
significativa de colesterol total (6,9%) e LDL — C (5,5%) *°.

Os mecanismos pelos quais as lignanas sao responsaveis pela reducédo dos
niveis séricos de colesterol ainda ndo estdo completamente elucidados na literatura.
Ha evidéncias de que os fitoestrégenos sdo responsaveis pelo aumento da
degradacédo e depuracdo de colesterol através do aumento da secrecao biliar e
inibicdo da sintese de colesterol enddgeno. Dessa forma, ha um melhor
aproveitamento do colesterol dietético °.

Por outro lado, ha relatos de que as lignanas sao capazes de modularem
enzimas, como acil-CoA colesterol aciltransferase (ACAT) e 7-alfa-hidroxilase ambas
envolvidas no metabolismo do colesterol 8.

Em condig8es fisiologicas normais, o colesterol ao ser absorvido, sofre nos
enterocitos uma reesterificagdo pela ACAT resultando em ésteres de colesterol, os
quais sao incorporados ao quilomicron. Esse atinge os vasos linfaticos e
posteriormente 0s vasos sanglineos. Porém, os fitoesterdis presentes na semente
de linhaca, apresentam uma similaridade quimica com o colesterol. Assim, depois de
ingeridos, os fitoestrégenos competem com 0s receptores intestinais da enzima
ACAT impedindo a sua ligacdo com o colesterol, o que prejudica a sua absorgéo em
nivel intestinal *°.

Outro processo bioquimico envolvido no metabolismo do colesterol € a
atuacdo da enzima 7-alfa-hidroxilase, responsavel pela degradacédo do colesterol em
acidos biliares. Com a presenca de lignanas, h4 um aumento nessa atividade
enzimatica, aumentando a formacdo e excrecdo de bile, e consequientemente
reduzindo os niveis de colesterol armazenados nos hepatdcitos. Como resultado
desse processo, ha um aumento dos receptores da LDL — C, com conseqlente
reducéo de colesterol sangiiineo *°.

Ha relatos na literatura cientifica de que o SDG, o enterodiol e a
enterolactona, apresentam propriedades antioxidantes, por inibirem a oxidacdo dos
acidos graxos poliinsaturados (PUFAS), assim como, também apresentam efeitos
antagodnicos a agregacao plaquetaria. Ao inibir a peroxidacdo, ocorre uma reducéo

na oxidacdo da LDL — C, lipoproteina vinculada com a etiologia da aterogénese 2’
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Prasad (1999)*°, evidenciou, em estudo experimental realizado em coelhos,
que a adicdo de 15mg/Kg de SDG por 8 semanas na dieta aterégenica dos animais,
foi responsavel pela reducdo do colesterol total e LDL — C em 33% e 35%,
respectivamente. Ao avaliar a extensdo da placa aterégenica nos coelhos, o autor
observou que os animais tratados com SDG apresentavam lesdes ateroscleroticas
menores e um déficit na peroxidacdo lipidica quando comparados com 0S grupos
nao tratados.

Na literatura cientifica ha muitos estudos enfatizando os efeitos
cardioprotetores da semente de linhaca. Porém, a quantidade a ser prescrita para
desempenhar o seu efeito terapéutico € um dado ainda ndo padronizado na
comunidade cientifica. Bierenbaum et al (1993)’ reportaram, em estudo clinico, que
a oferta de 50 g/dia de semente de linhaca promoveu alteracdes no perfil lipidico dos
pacientes que receberam o grdo durante quatro semanas. No que se refere a
concentracéo de colesterol total houve uma reducdo de 9% enquanto que para LDL
— C foi de 18%. J& Cunnane et al (1995)* encontraram uma reducéo de 8% na
concentracdo de LDL — C nos pacientes que receberam 50 gramas/dia de semente
de linhaca. E, Mandasescu et al (2005)*!, em estudo clinico, evidenciaram que a
admistracdo de uma dieta hipolipidica associada a 20 gramas/dia de semente de
linhaca promove uma reducéo significativa no perfil lipidico (colesterol total e LDL —
C).

3.3.2 Fibras e suas propriedades funcionais

A porcdo de fibra dietética presente na semente de linhaga inclui as duas
formas de fibras ativas: solGveis e insoluveis. Porém, a concentracdo de fibras
soltveis (mucilagens) é maior, garantindo um efeito cardioprotetor. Evidéncias
clinicas confirmam que as fibras sollveis agem favoravelmente na reducdo dos
niveis de colesterol sangiineo. As propriedades das fibras sollveis devem-se
principalmente a sua viscosidade que provoca reducdo na absorcdo de lipideos e

colesterol no intestino delgado .
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A capacidade quelante das fibras aos acidos biliares, responsaveis pelo
transporte de colesterol exdgeno para as fezes, resulta em uma redugdo na
absorcdo de acidos biliares pelo figado. Esse efeito promove um aumento na
conversdo de colesterol endégeno em acidos biliares, reduzindo assim o colesterol
hepatico e sangiiineo ** 34, Outro efeito benéfico produzido pelas fibras solveis é
resultante da sua capacidade de fermentacédo pelas col6nias bacterianas no intestino
grosso. Os acidos graxos de cadeia curta (acetico-propionico-butirico), originados,
como produto dessa fermentacdo, inibem a sintese de colesterol hepatico,
promovendo a utilizacdo do colesterol exégeno * ¢, De forma resumida, pode-se
observar os efeitos das fibras no metabolismo do colesterol na figura 02.

Ruberfroid (1993)* e Sawashita et al (2006)* reportam que as fibras soltveis
como mucilagens, goma guar, pectina, psilio, fiboras de aveia e betaglicano quando
administradas em doses de 3 a 15 g/dia, séo eficientes para a redugéo em torno de
5 a 15% dos niveis séricos de colesterol total. Os autores ressaltaram que o efeito
hipocolesterolémico das fibras € mais acentuado em pessoas com elevado nivel de
colesterol no sangue.

Um estudo de meta-andlise, no qual foram analisados 67 estudos clinicos
sobre o efeito da fibra soltvel, constatou que na maioria dos estudos (60 a 70%) foi
observada uma reducéo significativa nos niveis séricos de colesterol total e LDL — C
em dietas com altos teores de fibras solGveis *°. Afinal, os autores evidenciaram que
o consumo diario de 3 gramas de fibras sollveis promoveu uma reducao de 5 mg/dl
no colesterol total e na fracéo de LDL — C. Bazzano et al (2003) *, ap6s a conducéo
de um estudo epidemioldégico durante 19 anos, observaram que os individuos que
consumiram uma dieta contendo 5,9g/dia de fibras soltveis diminuiram em 10% o
risco de desenvolver doencas cardiovasculares em comparacdo aos que
consumiram somente 0,9g/dia.

No mesmo sentido, Yusuf et al (2004)*° realizaram um importante estudo
epidemioldgico de caso — controle (INTERHEART) cujo objetivo era avaliar os
potenciais fatores de risco para o infarto agudo do miocéardio. Os autores
evidenciaram que o consumo regular de frutas e verduras é responsavel por uma

reducdo de 17% dos eventos cardiacos.
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Figura 02 — Mecanismos de acao das fibras dietéticas.
Fonte: Neves, MN. (1997) s,

3.3.3 Acido alfa - linolénico e suas propriedades funcionais

O interesse da utilizacdo dos acidos graxos poliinsaturados como o 6mega 3
na prevencao dos eventos coronarianos surgiu com as evidéncias na populacdo de
esquimos da Groelandia. Por meio de estudos, evidenciou-se que 0s esquimos
apresentavam baixos indices de problemas cardiacos. Essa constatacdo foi
atribuida e relacionada ao elevado consumo de peixes e produtos do mar, os quais
sédo ricos em &cidos graxos poliinsaturados das familias 6mega - 3 .

O acido a - linolénico apresenta diversos efeitos fisiolégicos nos quais incluem
o efeito hipolipidémico, com reducdo dos niveis sangiineos de triglicerideos, de

colesterol e LDL-C, o efeito antitrombdético, através da diminuicdo da tendéncia de
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agregacdo de plaqueta e a atividade anti-hipertensiva, antitromboética e
antiinflamatoria 443,

A partir da ingestdo de 6mega - 3, ha a biossintese no organismo dos acidos
graxos EPA (eicosapentaendico - C20:5) e DHA (docosahexaendico - C22:6), os
quais, embora tenham uma estrutura semelhante, desempenham funcgdes
fisiol6gicas e metabdlicas muito diferentes. O EPA esta relacionado, principalmente,
com a protecdo da saude cardiovascular no adulto, e o DHA é considerado
fundamental para o desenvolvimento do cérebro e do sistema visual ***3.

O acido araquidbnico (bmega-6 C20:4, AA) e o EPA dao origem aos
eicosandides, 0s quais sdo: 0os tromboxanos, as prostaglandinas e os leucotrienos. A
presenca de diferentes tipos de eicosandides na corrente sangiiinea ira gerar
respostas vasoconstritoras ou vasodilatadoras, um estimulo da agregacao
plaquetaria ou uma inibicdo desta e efeitos pré ou antiinflamatérios **.

Os marcadores inflamatorios como proteina — C — reativa, fator de necrose
tumoral, interleucinas e fibrinogénios sdo potenciais efeitos associados ao risco
etioldgico das doencas cardiovasculares **. Evidéncias preliminares sugerem que o
consumo do 6leo de linhaca reduz a resposta inflamatéria. Caughey et al (1996) *°
demonstraram, em estudo in vitro, que a administracdo de 14 gramas de acido alfa
linolénico (ALA), proveniente do 6leo de semente de linhacga, reduziu a sintese de
proteinas inflamatérias como fator de necrose tumoral e interleucinas.

Rallids et al (2003) “°, ao realizarem estudo com 76 homens portadores de
dislipidemias os quais foram submetidos a uma dieta enriquecida com &cido a-
linolénico durante trés meses, analisaram uma reducéo na inflamacdo sistémica,
mensurada pela proteina — C — reativa quando comparados com 0 grupo controle.
Ao administrar por seis semanas uma dieta rica em acidos a-linolénico, (2,3% de
O0leo de canola) com 20 homens saudaveis, foi observado uma reducdo da
agregacdo plaquetaria, in vitro *’. Resultados similares foram observados em 6000
participantes do estudo multi — étnico de aterosclerose. Ao final da pesquisa, notou-
se niveis inversamente proporcionais de proteina — C — reativa, interleucina 6 e
fibrinogénio, em sujeitos brancos que consumiam regularmente o 6mega 3 2.

Muitos estudos tém demonstrado a associagcao inversa entre o 6mega 3 e

niveis séricos de colesterol total, LDL — C e triglicerideos. A reducdo nos niveis
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plasmaticos de colesterol total e LDL — C varia de 5 a 15%, conforme a quantidade

de dmega - 3 consumida *° *°.

! realizado com 11.324

Em importante Trial clinico, o GISSI Prevenzione °
pacientes, por trés anos e meio, constatou que a ingestao diaria de 1 grama por dia
de 6mega — 3, proveniente do 6leo de peixe, reduziram a mortalidade dos pacientes
em 20% e em 30%, a mortalidade por desfecho cardiovascular. No mesmo sentido,
o estudo JELIS® analisou 18.645 hipercolesterolémicos durante quatro anos e meio.
Os pacientes foram randomizados em dois grupos que receberam o tratamento
farmacoldgico (estatina) associado com 1,8 g de EPA / dia ou a estatina isolada. Ao
final do estudo, observou-se nos pacientes que receberam a estatina associada ao
Omega - 3, uma reducdo no colesterol total de 26% enquanto que no grupo que
recebeu somente a estatina a reducao foi somente de 19%. Os dados conclusivos
desses dois importantes trials clinicos evidenciam que o émega - 3 potencializa os
efeitos redutores na concentracao sérica de colesterol total.

Harper et al (2006) >® reportam que muitas vezes o consumo de peixes de
aguas frias, fontes de 6mega — 3, regularmente, sdo escassos na populacdo em
geral. Uma alternativa vidvel para aumentar o consumo de &cido linolénico seria por
meio do incentivo ao consumo de semente de linhaca, 6leo de linhaga castanhas e
nozes. A FDA (Food and Drug Administration) preconiza uma ingestdo diaria de
acido linolénico de 3 gramas/dia.

Diante das evidéncias apresentadas é fato que a da semente de linhaca
exerce efeitos na modulacdo do perfil lipidico, através da reducdo do LDL — C.
Porém, ha necessidade de mais trabalhos experimentais para esclarecer e constatar
os efeitos anatomohistologicos da semente de linhaca na aterogénese e no

processo inflamatorio.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Os materiais permanentes e parte do material de consumo descrito abaixo
foram disponibilizados pelo Laboratério de Cirurgia Experimental do Hospital
Angelina Caron, pelo Laboratério de Patologia Experimental e pelo Biotério Central,
da Pontificia Universidade Catodlica do Parand (PUCPR). O material de consumo
restante foi adquirido pelos pesquisadores (coelhos, ovo liofilizado, reagentes e
materiais para dosagens bioquimicas).

MATERIAL PERMANENTE: Kit cirdrgico para cirurgia em animal de pequeno
porte, balanca eletrbnica marca Ohaus® Precision Standard modelo TS-2KS,
gaiolas de metal, pranchetas cirlrgicas, campéanulas fechadas para anestesia e
microscoépio de polarizagdo Olympus® BX40.

MATERIAL DE CONSUMO: 20 coelhos machos albinos (Oryctolagus
cunicullus) da linhagem New Zeland; 120 kg (6 sacos) de ragao Nuvitalll; 40kg (2
sacos) de ovo liofilizado; 10 kg de semente de linhaca; 20 Bisturis n°11; 20 unidades
de fio de ndilon 4-0; 03 frascos de PVPI (polivinil pirrolidona iodo); 20 pacotes de
gazes; 02 caixas de luvas de procedimentos; 03 frascos de formalina a 10%; 01
frasco de alcool a 95%; 20 frascos com tampa (para conservar pecas cirargicas);
corante Hematoxilina-eosina; 20 laminas e laminulas; 02 frascos de quetamina
(Iml/50mg); 02 frascos de xilazina (1ml/20mg); reagentes e material para dosagens
do perfil lipidico.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Delineamento Experimental
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Para a realizacdo deste estudo, o protocolo foi aprovado pela Comissao de
Etica em Experimentacdo Animal da Pontificia Universidade Catolica do Parana,
local de realizacao do estudo (Anexo 01).

O periodo experimental foi de oito semanas, totalizando 56 dias. Os animais
foram randomizados aleatoriamente em dois grupos, com 10 animais em cada
grupo, conforme o tratamento dietético recebido. O grupo G1 (controle) recebeu
durante todo experimento a racao hipercolesterolémica. Essa foi preparada com o
acréescimo a alimentacdo padrdo dos coelhos (Nuvilab®) de 1% de colesterol
proveniente do ovo liofilizado. A adicdo de 1% de colesterol na alimentacdo dos
coelhos tem sido utilizada nos protocolos experimentais para a inducao e formagéo
das lesdes aterosclerdticas >*. Outros autores complementam que a extensdo e o
tipo de lesdo aterosclerética sdo diretamente proporcionais a concentracdo de
colesterol plasmético, o qual aumenta de acordo com a porcentagem de colesterol
na dieta % °°,

Ja o grupo G2 (estudo) recebeu somente nas primeiras 4 semanas de
experimentacdo a dieta hipercolesterolémica. A partir da quinta até a oitava semana
foi adicionada a dieta hipercolesterolémica no grupo G2 8g/kg de peso/coelho de
semente de linhaga triturada, totalizando em média 30 gramas de linhaca por dia
(tabela 01).

Tabela 01 - Demonstrativo do Delineamento Experimental

Grupos Procedimentos

Grupo G1(Controle) | Racado padrédo Nuvilab® acrescida a 1% de colesterol
Dieta proveniente do ovo liofilizado. Tempo de administracéo: 8

hipercolesterolémica | semanas.

Grupo G2 (Estudo) | Racao acrescida de ovo em p6 a 1% de colesterol por 4
Dieta semanas para inducao de lesdo aterosclerdtica em aortas
hipercolesterolémica | dos coelhos. A partir da quinta semana foi adicionada a
com adigéo de dieta hipercolesterolémica 30 gramas de semente de

semente de linhaca | linhaca para cada coelho.




4.2.2 Desenho do estudo
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Grupo G1 = Dieta hipercolesterolémica

Grupo G2 = Dieta
hipercolesterolémica

Grupo G2 = Dieta
hipercolesterolémica acrescida
de semente de linhaca

Semanas do periodo experimental

Labor atorio de Patologia
Experimental

Sacrificio e preparo do
material

Histologica

Andlises

Morfométrica

Imunohistoquimica

Dosagens bioquimicas = tempo zero do estudo e no sa  crificio dos animais.
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4.2.3 Ambiente de Experimentacéo

Os procedimentos deste estudo foram realizados nas dependéncias do
laboratério de cirurgia experimental do Hospital Angelina Caron, no laboratério de
patologia experimental e no biotério central da Pontificia Universidade Catdlica do
Parana. Os animais foram mantidos no biotério em macro-ambiente com ciclos de
iluminacéo alternados, 12/12 horas, com trocas de ar e temperatura controlada de 19
a 23°C. Para o micro-ambiente utilizaram-se gaiolas higienizadas diariamente. Os
coelhos foram armazenados individualmente e identificados com uma numeracgéo
sequencial na orelha direita, a qual se repetiu na face frontal da gaiola
correspondente. Os animais receberam durante o experimento agua e racéo

especifica para a espécie (Nuvilab®) de forma ad libitum.

4.2.4 Animais utilizados

Foram utilizados 20 coelhos machos albinos (Oryctolagus cunicullus) da
linhagem New Zealand, provenientes do biotério da PUCPR. O peso médio dos
animais era de 1,5 kg e a idade média de 4 meses. O calculo do tamanho da

amostra foi realizado com base no estudo de Bathena et al (2003) *’.

4.2.5 Preparo da ragao suplementar

Para a alimentacéo dos coelhos foi preparada uma dieta hipercolesterolémica,
a qual foi ofertada durante todo o experimento. Para tal, foram utilizados 800 gramas
de ovo liofilizado adicionado a racdo padrdo com o objetivo de induzir lesdes
ateroscleroticas nas aortas dos animais.

A diluicdo do ovo em po foi realizada na seguinte proporcdo: 800 gramas de

ovo em p6 em 800 ml de agua. A racao foi colocada num recipiente plano e largo e
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distribuida numa camada fina. Posteriormente, o ovo diluido foi acrescido a ragdo. O
preparo final foi armazenado sob refrigeracdo. Para o grupo G2 foi adicionada, na
quinta semana de experimentacdo, a dieta hipercolesterolémica 30 gramas de
semente de linhaca triturada. Essa quantidade adicionada justifica-se por um valor
médio encontrado em trabalhos prévios na literatura, uma vez que ainda nao ha

padronizacéo da dosagem terapéutica da semente de linhaca ****2°,

4.2.6 Afericbes

Para as avaliacbes deste modelo experimental foram adotadas as afericbes
histologicas de forma qualitativa e quantitativas (morfométricas). O peso dos animais
também foram aferidos e registrados em quatro momentos da pesquisa: inicial, 15
dias, 22 dias e final. Para a coleta de peso utilizou-se uma balanca digital disponivel

no biotério da instituicéo.

4.2.7 Normas adotadas

Foram adotados os principios éticos de experimentacdo animal, preconizados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA-1997), Némina
Anatdmica Veterinaria e as normas de redacdo de trabalhos cientificos de

Vancouver.

4.3 COLETAS DE AMOSTRAS

4.3.1 Sangue
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Coletaram-se amostras biolégicas de sangue de cada coelho para analise
bioguimica do colesterol total (CT), LDL — C, HDL — C (lipoproteina de alta
densidade) e triglicerideos (TG). Esta coleta, cuja via de escolha é a puncéo
cardiaca, foi realizada com a ajuda do responsavel pelo Biotério no tempo zero do
estudo e no periodo pré-operatério (eutanasia), respeitando um jejum de 12 horas
antecedentes ao exame. As dosagens bioquimicas foram feitas por laboratério
terceirizado, de acordo com o método enzimatico especifico para cada exame. E
importante ressaltar que para a coleta de sangue foi realizado o procedimento
anestésico do animal.

O animal foi acondicionado em caixas especificas (figura 03) desenvolvidas
para auxiliar o procedimento anestésico de coelhos. O processo de punc¢ao iniciou
com a anestesia dos animais (solucdo de 1,5ml de quetamina + 1 ml de xilazina:
administracdo de 1ml/kg de peso, via intramuscular), conforme ilustra a figura 03.
Apds 4 a 5 minutos, colocou-se o animal em decubito lateral esquerdo para
palpacao do processo xifoide; segue-se a palpacédo cardiaca e puncéo intracardiaca

com seringa de 5 ml e agulha 25x7mm.

Figura 03 — Caixa que auxilia no procedimento anestésico dos animais

4.3.2 Remocao de artérias
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No final do periodo experimental, 82 semana, realizou-se o processo cirdrgico
para retirada das pecas e eutanasia dos coelhos no laboratério de cirurgia
experimental do Hospital Angelina Caron. O procedimento teve inicio com a
anestesia dos animais.

Antecedente a realizacdo do procedimento cirdrgico foi ministrada anestesia,
de 2,5 ml (para animais de 2,5 kg) da solugdo composta por 1,5 ml de quetamina
(50mg) e 1 ml de xilazina (20mg), aplicada por via intramuscular na regido da coxa,
conforme protocolo de anestesia do Biotério Central da universidade.

Realizada a tricotomia ampla do abdome, o animal foi colocado na canaleta
cirargica, sendo seus membros fixados pelas extremidades. Em seguida, fez-se a
anti-sepsia local com PPVI degermante e colocou-se campo fenestrado estéril. Em
seguida, realizou-se incisdo mediana de 4 cm de extensdo a partir do processo
xiféide. Uma vez com o campo aberto, foi feita a disseccéo do arco aodrtico e da aorta
descendente (figura 04) e a eutanasia de acordo com RDC n° 714 (2002) *® com
dose letal de barbitarico (thionembutal).

As artérias removidas (figura 05) foram lavadas e fixadas com formaldeido a
10% tamponado com fosfato (pH=7,6), durante 10 minutos. Posteriormente, foram
armazenadas em frascos devidamente identificados e encaminhados para o
laboratorio de patologia experimental da PUCPR, onde se realizou o processamento

histoldgico convencional com parafina.

Aorta Descendente

Figura 04 — Localizacao da aorta descendente para remocgao
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Figura 05 — Aorta descendente removida do animal

4.4 AVALIACOES HISTOLOGICAS

4.4.1 Preparo das amostras

Para efeitos de andlise histologica e morfométrica, a identificagdo dos animais
por grupos foi substituida por nimeros aleatérios sequienciais com o proposito de
obter uma andlise cega. Para isso, foi misturado o grupo controle e o grupo estudo.
Apé6s esta nova identificacdo, fixaram-se os espécimes em formalina por 24 horas,
constituidos pelo segmento do arco aértico e da aorta descendente. Posteriormente
essas pecas cirurgicas foram retiradas dos frascos e processadas para a confeccao
dos cortes histologicos. Para tal procedimento, foram retiradas de 3 a 5 amostras em
cortes transversais, com 2 a 3 mm de espessura cada, do arco aortico e da aorta
descendente de todos os animais do estudo, representando assim, as areas das
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por¢cBes proximais, médias e distais destas artérias. As amostras foram colocadas
em capsulas histoldgicas identificadas.

As amostras previamente identificadas foram colocadas no autotécnico (Leica®
modelo RM2145), para processamento overnight, sendo desidratadas em
concentracbes diferentes e crescentes de alcool etilico a 70%, 80% e 90%,
posteriormente foram diafanizadas em xilol contendo misturas sequencialmente
concentradas de parafina durante 12 horas. Como procedimento padrdo para a
obtencdo dos blocos foi realizado a inclusdo em parafina quente (Leica® modelo
EG1160).

Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo (Leica® modelo RM
2145), em cortes de 5 ym (micrdmetro) cada um, dispostos em lamina de vidro com
75X25mm. E importante ressaltar que no momento da leitura das laminas
histologicas obtidas nesse experimento, seguiu-se sempre a identificacdo prévia
descrita de cada um dos cortes transversais do arco adrtico e da aorta descendente.

As laminas foram coradas em hematoxilina-eosina (HE) e elastica (orceina),
conforme técnicas convencionais e montadas com balsamo e laminula de vidro de
24X50 mm. Para a identificagdo das laminas histologicas, utilizou-se o mesmo
processo empregado nos blocos histoldgicos.

4.4.2 Andlise histologica qualitativa

As laminas na coloracdo de HE foram analisadas de maneira cega, em
microscépio medusa de cinco cabecas Olympus® BX 40. As lesdes aterosclerdticas
encontradas no estudo macroscépico foram graduadas visivelmente usando uma
escala de 0 a VI, segundo os critérios qualitativos propostos por Stary et al (1992)",
descritos na tabela 02. Por meio dessa analise diagnosticou-se de maneira cega o

grau de lesao aterosclerotica presente nos coelhos de ambos os grupos.
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Tabela 02 — Grau de lesao aterosclerética de acordo com os critérios classificatérios

Critério Grau da leséao

Espessamento intimal I
Xantomagroéfagos isolados I
Xantomagréfagos agregados ou em camadas I
Goticulas lipidicas de matriz proteoglicana I

Lagos de lipidios de matriz proteoglicana 11

Presenca de capa fibrosa delicada \Y
Presenca de capa fibrosa bem formada Vv
Calcificacao e Placa Fibrosa Vi

Adaptado: Stary et al (1992) 1

Os resultados foram registrados na forma de fotomicrografias retidas em leitura
pelo programa Image Pro-plus® 4.5, acopladas a um microscépio Olympus ® BX50 e
camara de video Sony®. Todos os fragmentos, bem como todos os niveis de corte
foram examinados, aproveitando-se para observar os aspectos pertinentes a leséo
aterosclerotica, livre de artefatos técnicos e preparando o material para a analise
morfométrica. E importante salientar que com o auxilio da leitura histolégica na
coloracdo de HE evidenciou-se a amostra em corte transversal do arco aértico e da
aorta descendente com maior grau de lesdo para a utilizacdo na analise

morfométrica.

4.4.3 Analise morfométrica quantitativa

A leitura morfométrica foi realizada com as laminas coradas em orceina
(elastica), a fim de determinar a area intima e da média do arco adrtico e da aorta
descendente dos coelhos do grupo controle e do grupo estudo, assim como também,
para determinar a razdo intima / média. Para essa leitura, o corte transversal mais

lesado foi selecionado previamente na leitura do HE. Esse segmento foi divido em
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guatro campos nos quais se realizou em cada quadrante dez aferigcbes da espessura
da média e da intima, conforme demonstra a figura 06.

A leitura das laminas foi realizada através do programa Pro Image-plus® v.4,5
para Windows ®, acoplados a microscépio Olympus® BX50 e camara de video Sony®,
utilizando-se o aplicativo chamado morfometria de "linha", calibrado previamente em
MM com a objetiva de 20 vezes. As medidas foram transferidas para o programa

Excel for Windows®.

LEI

Figura 06 — Imagem representativa de um quadrante de leitura do arco
aortico do animal analisado em que A = espessura da intima e B =
espessura da média.

Legenda: LEE — Lamina Elastica Externa; LEI — Lamina elastica interna.

4.4.4 Analise imunohistoquimica

a) Construgéo do bloco de Tissue Microarray (TMA)
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Em um primeiro momento, 0s arcos aorticos e as artérias descendentes foram
cortadas em série, na espessura de, aproximadamente 3 a 5 mm, para a confec¢éo
dos blocos parafinados comuns. Esses receberam a denominacdo de blocos
doadores. Posteriormente, foram retirados cortes dos blocos doadores, e corados
em coloragdes de rotina (HE e elastica), vide analise morfométrica.

Nas laminas coradas em HE foram localizadas as amostras arteriais contendo
a regido de interesse (amostra em corte transversal contendo a area mais lesada)
para a construcdo do TMA. Através do sistema de espelho, a area mais lesada
marcada na lamina foi localizada no bloco-doador, que por sua vez, também recebeu
uma marcagao.

A pinga do tipo “Punch de Pele”, com diametro de 5 mm (Figura 07) foi
escolhida para a retirada do segmento adrtico mais lesado do bloco doador com
intuito de montar o bloco receptor. Para que os arcos adrticos e as artérias
descendentes fossem devidamente localizados, conforme sua identificacdo
individual foi confeccionado um mapa que serviu de apoio. O mapa segue o estilo de
um plano cartesiano, onde as colunas séo identificadas com letras e as linhas com
nameros. Cada fragmento aértico escolhido recebeu a identificacdo de uma letra
mais um numero (Ex Al) (Figura 08).

Figura 07 — Pincas do tipo Punch para bidpsias de pele com diametros de
5, 4 e 3 mm, respectivamente.
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Grupo Controle
Al = Coelho 01
A2 = Coelho 02
A3 = Coelho 03
B1 = Coelho 04
B2 = Coelho 05
B3 = Coelho 06
C1 = Coelho 07
C2 = Coelho 08
C3 = Coelho 09
C4 = Coelho 10
D4 = Marcador

Figura 08 — Mapa que orienta a confeccao do bloco receptor. Al representa
o bloco que contém a identificacéo do coelho 01 e assim por diante.

O bloco-receptor foi confeccionado, através dos seguintes passos: 1)
Aquecimento da pinga do tipo Punch para penetragdo no bloco de parafina; 2)
Introducdo da pinga quente na &rea demarcada (segmento adrtico mais lesado) do
bloco-doador; 3) Presséo e tor¢cdo aplicadas na pingca para penetracdo e corte do
fragmento; 4) Retirada da pinca contendo o fragmento mais lesado da iliaca
esquerda; 5) Retirada do fragmento contido na pinca.

Depois de retirados os fragmentos de todos os blocos doadores e estes
organizados conforme o mapa (figura 09) montaram-se 0os novos blocos. Ao todo
foram montados quatro novos blocos (grupo controle arco adrtico, grupo controle
aorta descendente, grupo estudo arco aédrtico e grupo estudo aorta descendente),
contendo ambos os multiplos fragmentos de espécimes mais lesados de cada um
dos grupos. Assim que pronto o bloco-receptor, foram confeccionadas laminas
histolégicas convencionais coradas em HE e laminas para a analise
imunohistoquimica.
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Grupo Controle — Arco Adrtico

3

V000 -
V000 -
0000
V000 -

Figura 09 — Mapa em plano cartesiano do TMA controle. O cilindro
01 representa o segmento de arco aértico identificado do coelho 01
e assim por diante.

b) Técnica de imunohistoquimica

Estes cortes histolégicos foram fixados em laminas de vidro silanizadas e
inicialmente submetidos a desparafinizacdo com xilol quente (37°C), desidratacao
com banhos sucessivos de alcool e reidratacdo com &agua. Utilizou-se o alcool
metilico e H,O, para o primeiro bloqueio da peroxidase enddgena e a agua destilada
e H,O, para o segundo bloqueio. Procedeu-se a incubacdo com o0s anticorpos
primarios monoclonais ICAM e VCAM nas diluicbes de 1:100 microlitros e 1:200
microlitros, respectivamente durante 1 hora. Para a revelagdo, foi adicionado
complexo DAB (Dakocytomation), substrato sobre as laminas e a contra-coloracéo
foi realizada com hematoxilina de Mayer’s, seguida de desidratacdo com banhos de
alcool etilico 100% e da clarificagdo com xilol. Para a montagem das laminas foi

utilizado o Balsamo do Canada. O protocolo desenvolvido e descrito acima ja foi
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padronizado no servico. E importante destacar que foram utilizados, controles
positivos e negativos para cada reacao.

A leitura foi feita em microscopio optico Olympus BX50®, com objetiva de 20
X, avaliando-se a concentracdo de células de adesédo celular e intercelular na
camada intima nos segmentos arteriais estudados. Para essa andlise quantitativa,
foram digitalizadas imagens da aorta descendente e do arco adrtico de cada animal,
as quais foram divididas em oito campos. As areas positivas para 0s anticorpos
primarios foram marcadas pela coloracdo castanha enquanto que as negativas pela
coloracdo azul, caracterizando, assim, a utilizacdo do método da morfometria de

cores.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos resultados contidos neste projeto foi aplicado o
teste T — Student para amostras independentes ou o teste ndo paramétrico de Mann
- Whitney. A condicdo de simetria das variaveis foi avaliada pelo teste de Shapiro —

Wilks. Valores de p < 0,05 indicaram significancia estatistica.
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5 RESULTADOS

5.1 PESO DOS ANIMAIS

Os pesos médios dos animais aferidos em diferentes momentos do periodo

experimental estdo sumarizados na tabela 03.

Tabela 03 — Peso Médio dos animais em diferentes momentos de aferigfes

Variavel Grupo n Média  Desvio Valor

Kg padréo de p

Peso inicial G1 10 1,78 0,15
G2 10 1,75 0,16 0,659

Peso 15 dias Gl 10 2,36 0,29
G2 10 2,08 0,19 0,021

Peso 22 dias G1 10 2,58 0,33
G2 10 2,29 0,19 0,026

Peso final Gl 10 2,98 0,41
G2 10 2,72 0,19 0,096

Grupo G1 = Grupo Controle; Grupo G2 = Grupo Estudo.
(*) Teste t de Student para amostras independentes

A média do peso corporal inicial dos animais do grupo controle foi de 1,75 Kg
enquanto que nos animais do grupo estudo foi de 1,78 Kg, ndo demonstrando
diferencas estatisticas. Ao tempo final do estudo, o grupo G1 apresentou uma média
de peso corporal de 2,98 Kg e 0 G2 de 2,72 Kg, apresentando dessa forma, um
percentual de variacao de 67,49% e 56,37%, respectivamente.

O grupo experimental que recebeu a dieta suplementada com semente de
linhaca teve um ganho de peso inferior quando comparado com o grupo controle nos

diferentes tempos de pesagens (p<0,01), conforme se observa na figura 10.
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Figura 10 — Peso dos animais do grupo controle e do grupo estudo aferidos no momento inicial, 15
dias, 22 dias e momento final do experimento. Valores de p < 0,001 para grupo controle e grupo
estudo na pesagem final.

5.2 variaveis bioquimicas

Concentragbes basais de colesterol total ndo apresentaram diferengas
estatisticas nos grupos estudados. Afinal, encontraram-se valores médios iniciais de
colesterol total de 70,30 mg/dl e 76,80 mg/dl, grupo estudo e controle,
respectivamente. Houve um aumento nos niveis séricos de colesterol total em
ambos os grupos apO6s o periodo de experimentacdo, correspondendo a um
percentual de variagcdo de aproximadamente 2379% no grupo controle e de 1249%
no grupo caso. Os valores minimos, maximos, medianos e desvio padrdo do

colesterol total dos animais estdo sumarizados na tabela 04.



46

Tabela 04 — Valores medianos, minimos e maximos para colesterol total dos grupos estudados

Variavel Grupo n
CT inicial Gl 10
G2 10
CT final G1 10
G2 10
CTvariaggdo% Gl 10
G2 10

Mediana

(mg/dl)
66,50
81,00

1934,00
1060,00
2293,34
1155,23

Minimo

(mg/dl)
47,00
55,00

347,00

1,25

608,16

-98,49

Maximo
(mg/dl)
115,00
91,00
2885,00
2313,00
3798,65
2441,76

Desvio  Valor
padréao dep

21,79

12,07  0,420*

768,67

638,60 0,046**
1204,08

808,62 0,024*

G1 = Grupo Controle; G2 = Grupo Estudo.
(*) Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05.
(**) Ancova, p<0,05 (CT inicial como co-variavel).

Embora o aumento do colesterol tenha ocorrido nos dois grupos
experimentais, percebe-se, na figura 11, que o acréscimo foi estatisticamente maior

no grupo que nao recebeu a adicdo da semente de linhaga na dieta (p < 0,046).

COLESTEROL TOTAL
Média; 25% - 75%; min-max

; 1000 =

GRUPO

Figura 11 — Concentracgéo plasmatica de colesterol total observada no grupo controle e no grupo estudo.
Valor de p < 0,046 para comparacédo de colesterol total final nos grupos estudados.
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Resultados semelhantes foram observados para a fragéo de LDL — C. Afinal,
0S animais suplementados com semente de linhaga apresentaram no final do
experimento valores inferiores de LDL — C quando comparados com 0O grupo
controle, com nivel de significancia estatistica (p < 0,05) vide figura 12. Os valores
médios encontrados no grupo controle ao término do estudo foram de 1596 mg/dl e
no grupo estudo de 1074 mg/dl! (tabela 05).

ié 1500 %///% o
él 1000 | 7//%

Figura 12 — Concentragdo plasmatica de LDL — C observada no grupo controle e no grupo estudo.
Valor de p < 0,001 para concentragdo de LDL - C final nos grupos estudados.

Tabela 05 — Andlise dos valores médios de LDL — C nos grupos estudados

Variavel Grupo n Média Desvio Valor
(mg/dl) padréo de p

LDL inicial Gl 10 11,80 15,17
G2 10 30,10 13,20 0,005*
LDL final Gl 10 1596,12 743,03

G2 10 1074,32 520,66 0,108**
LDL variagado % G1 10 38306,95 35627,36
G2 10  4093,55 2098,81 0,001*

G1 = Grupo Controle; G2 = Grupo Estudo (*) Teste t de Student para amostras
independentes, p<0,05; (**) Ancova, p<0,05 (LDL - C inicial como co-variavel).
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No que se refere a analise de HDL — C e niveis séricos de triglicerideos
observa-se que ndo houve diferenca significativa nas concentracdes séricas desses
parametros bioquimicos entre os grupos ao término da experimentacao vide figura
13 e 14, respectivamente.

Embora existam diferencas entre os niveis plasmaticos de triglicerideos
dosados no periodo final do estudo (220,20 mg/dl no grupo controle e 147,20 mg/dl
no grupo estudo), essas ndo foram significativas. Observou-se que os valores
séricos de triglicerideos, mensurados em todo o periodo de experimentacdo, néo
demonstraram diferencas estatisticas entre os animais para p < 0,05. Os valores

médios, medianos, minimos e maximos estao sumarizados na tabela 06.

HDL -C
Média; 25% - 75%; min-max
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Figura 13 — Concentragédo plasmatica de HDL - C observada no grupo controle e no grupo estudo.
Valor de p = 0,024 para concentra¢do de HDL - C final nos grupos estudados.
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Figura 14 — Concentragdo plasmatica de triglicerideos observada no grupo controle e no grupo

estudo.

Valor de p = 0,938 para concentragéo de triglicerideos final nos grupos estudados.

Tabela 06 — Valores médios, medianos, minimos e maximos para triglicerideos dos grupos estudados

Variavel Grupo n Meédia Mediana Minimo Maximo Desvio Valor
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) padrdao dep
TGL inicial Gl 10 196,40 19350 96,00 295,00 71,94
G2 10 129,50 120,00 83,00 206,00 38,65 0,018*
TGL final Gl 10 220,20 123,00 60,00 669,00 204,32
G2 10 147,90 143,00 23,00 302,00 92,66 0,938**

G1 = Grupo Controle; G2 = Grupo Estudo.
(*) Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05
(**) Ancova, p<0,05 (TGL inicial como co-variavel)
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5.3 ANALISE HISTOLOGICA

Por meio da analise histolégica, pode-se avaliar o grau de lesdes
ateroscleroticas presentes no arco aortico e na aorta descendente de ambos 0s
grupos. Ao final do periodo experimental, observou-se que ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos com relacdo a probabilidade de ter
leséo dos tipos I, II, Ill, IV e V ou de n&o ter nenhuma leséo. Quase que totalidade
dos animais apresentaram lesdes ateroscleréticas grau Il na aorta descendente,
conforme se observa na figura 15. E de extrema importancia salientar que tanto no

grupo G1 quanto G2, todos os animais apresentaram lesdo grau Il no arco aértico.

Grau da lesao ateroscleroética Control
HE Aorta descendente 5 tontrole
Estudo
10
8 _
o
6 _
<
4 -
T
2 _
0] ‘
Grau O Grau l Grau ll Grau lll

Figura 15 — Grau de leséo aterosclerotica na aorta descendente dos coelhos estudados.
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Em adicao, corte seccional da aorta descendente demonstra a caracterizacao
da auséncia da lesédo aterosclerdtica e lesbes grau | e Il encontradas nessa

pesquisa (figura 16).

, , 6:2§§ |

e Y
Iy, ,m ;‘J%

{ 45") (]

Figura 16 — Cortes histolégicos da aorta descendente de animais: A — Secc¢éo transversal do arco
aortico do coelho sem leséo aterosclerética; B — Secc¢do transversal do arco adrtico do coelho com
leséo aterosclerotica grau |; C — Secc¢do transversal do arco aértico do coelho com leséo grau lll.

5.4 ANALISE MORFOMETRICA

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre a area da camada
intima e razdo intima — média de ambos o0s grupos no arco aértico e na aorta
descendente, conforme se observa nas figuras 17, 18, 19, 20, 21. A Unica diferenca
estatistica encontrada nessa analise foi a area da camada média da aorta, a qual
apresentou valores médios inferiores no grupo G2 que no G1 vide figura 22 e tabela
07. E de extrema importancia ressaltar que a peca do arco aértico do coelho 1 do
grupo G2 teve que ser descartada para andlise, em virtude da grande presenca de

artefatos cirurgicos na peca.
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Tabela 07 — Valores médios, minimos e maximos das areas da camada média, da camada intima e
da razao intima média dos grupos estudados

Variavel
Area intima aort. desc. @
Area média aort. desc. ®

Razao int/média aort.
desc.®

Area intima ar. aortico ®
Area média ar. adrtico ©

Razao int/média ar.
aortico

Grupo

Gl
G2
Gl
G2
Gl

G2
Gl
G2
Gl
G2
Gl

G2

n

10
10
10
10
10

10
9
10
9
10
9

10

Media

75,10
41,50
176,59
144,18
0,41

0,32
98,40
70,32

248,76
174,47
0,39

0,45

Minimo

10,59
4,97
92,69
100,82
0,10

0,02
9,69
32,47
139,21
93,33
0,07

0,21

Maximo

165,57
80,75

228,07

255,67
0,82

0,75
197,50
119,47
428,15
306,70

0,85

1,15

Desvio
padrao
51,66
22,43
52,69
49,68
0,25

0,19
61,42
29,73
88,53
57,18

0,26

0,29

Valor
de p*

0,083

0,192

0,355
0,238

0,042

0,473

G1 = Grupo Controle; G2 = Grupo Estudo
(*) Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05

Legenda = A = area intima aorta descendente; B = area média aorta descendente; C = razéo intima /
média aorta descendente; D = area intima arco adrtico; E = area média arco aértico; F= razédo intima /

média arco adrtico.

5.5 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

A analise de areas positivas para as moléculas de adeséo vascular (VCAM -1)

e de adesao intercelular (ICAM-1) demonstrou ndo haver diferencas estatisticamente

significativas nos segmentos do arco adrtico e da aorta descendente entre 0s grupos

Gl e G2, conforme se observa na tabela 08 e nas figuras 23, 24, 25 e 26.
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Tabela 08 — Valores médios, medianos, minimos, maximos e desvio padrdo da presenca de VCAM -
1 e ICAM - 1 nos segmentos adrticos estudados.

(*) Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05

Variavel Grupo n Média Mediana Minimo  Maximo Desvio
Padréo

VCAM_Aor Desc 2 | CONTROLE 10 5339 5209.0 803.3 12529.3 3791.471
ESTUDO 10 7201 5209.0 0 23156 6365.049

VCAM_Ar Aort b CONTROLE 9 8694 9884.9 344.7 142919 5068.516
ESTUDO 10 12731 11755 4774 21546  5359,91

ICAM_Aor Desc © CONTROLE 10 4784 3237 0 12075 4394.597
ESTUDO 10 8500 7093 0 23156  6365,05

ICAM_Ar Aort d CONTROLE 9 7645 7368 1377 12652  3715,07
ESTUDO 10 10178 10713 0 17028  4975,59

Legenda = A = VCAM aorta descendente; B = VCAM arco adrtico; C = ICAM aorta descendente; D =
ICAM arco adrtico.

VCAM — AORTA DESCENDENTE

Vcam Aorta Descendente (micrémetros)

CONTROLE ESTUDO

GRUPO

Figura 23 — Area da camada intima da aorta descendente positiva para VCAM dos grupos estudados.
Valor de p = 0.3291 na area da camada intima da aorta descente positiva para VCAM dos grupos
estudados.
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Figura 24 — Area da camada intima do arco aortico positiva para VCAM dos grupos estudados.
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Valor de p = 0.1218 na area da camada intima do arco adrtico positiva para VCAM dos grupos

estudados.

ICAM AORTA DESCENDENTE

10000 185000 2000
|

Icam Aorta descendente (micrémetros)

o

T
CONTROLE

GRUPO

T
ESTUDO

Figura 25 — Area da camada intima da aorta descendente positiva para ICAM dos grupos estudados.
Valor de p = 0.1550 na area da camada intima do arco adrtico positiva para VCAM dos grupos

estudados.
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ICAM — ARCO AORTICO

Icam Arco Adrtico (micrémetros)

o - o
T T
CONTROLE ESTUDO

Figura 26 — Area da camada intima do arco aértimb'gﬁ?va para ICAM dos grupos estudados.

Valor de p = 0.2235 na area da camada intima do arco aortico positiva para VCAM dos grupos
estudados.
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6 dISCUSSAO

6.1 Dietas hipercolesterolémicas e modelos experimentais

Ha muito a comunidade cientifica, na area da saude, alerta a populacéo
mundial quanto aos maleficios ao sistema cardiovascular sobre o consumo de uma
dieta hiperlipidica e rica em colesterol >% ¢ 61,

A partir dos conhecimentos da elevada prevaléncia das doencas
cardiovasculares e dos seus possiveis fatores de risco, € de vital importancia a
reproducdo de lesBes vasculares em modelos animais. Assim, € possivel
compreender a etiologia, bem como a minimizacdo dos danos fisioldégicos e
tratamento dessa patologia.

Moghandasian (2002)%* evidencia que os primeiros estudos experimentais de
aterosclerose datam de 1908. Percebe-se que nessa época € hoS anos
subsequentes, varias formas de lesar as artérias utilizando modelos animais, como
coelhos, foram desenvolvidas, empregando forcas mecanicas, medicamentosas e
alimentares.

Ramos (1987) ®® reporta que os modelos baseados na hipercolesterolemia
induzida por via alimentar sdo os mais praticos e difundidos para o estudo da
aterosclerose experimental. No que se refere a lesdo provocada por padroes
alimentares, observa-se que ha diversas formas de induzir nos animais alteracoes
no perfil lipidico semelhantes ao encontrado em seres humanos.

O padrao de ouro utilizado internacionalmente para o estudo de lesbes
ateroscleroticas consiste na adicdo de colesterol em pé (Sigma Aldrich®) na racéo
administrada aos coelhos por um determinado periodo de tempo. Essa metodologia
é muito empregada em estudos nacionais e internacionais ® ®* . Porém, limitacées
como alto custo do produto e dificuldade na aquisi¢cdo, limitam a utilizacdo do
colesterol em pé Sigma Aldrich®.

Na literatura cientifica ha muitos estudos experimentais que utilizam como

processo metodoldgico para induzir a aterogénese, a adicdo a racdo suplementar de
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alimentos ricos em gorduras saturadas como manteiga, banha de porco e 6leo de
coco e rico em colesterol como gema de ovo °® 67 %8,

O primeiro estudo documentado utilizando gema de ovo para inducdo de
lesGes aterosclerdticas foi realizado por Ignatowski entre os anos de 1908 e 1909.
Em estudo experimental, o autor acreditou que um metabdlito toxico da proteina
animal levaria a aterosclerose. Assim, coelhos adultos foram alimentados com carne
enquanto coelhos recém — desmamados com leite e gema de ovo. Os resultados
conclusivos demonstraram a formacdo de aterosclerose em ambos 0S grupos.
Stuckey entre 1910 e 1911 observou que a gema de ovo era aterogénica e, em
1912, concluiu que havia um componente ndo protéico na gema que funcionava
como agente aterogénico °.

Recentemente, Jaldin et al (2006)° realizaram estudo experimental cujo
objetivo era desenvolvimento do processo aterosclerdtico. Os autores evidenciaram
que a adicdo de 0,5% de colesterol proveniente do ovo liofilizado, foi capaz de
induzir a formacdo de aterosclerose leve. Afinal, foram observadas no exame
macroscopico estrias gordurosas e no exame microscopico acumulos de lipideos
discretos na intima da aorta.

Com base nessas evidéncias, preconizou-se utilizar nesse protocolo
experimental a adicdo de 1% de colesterol, proveniente do ovo liofilizado, na racéo
padrdao dos coelhos para inducdo das lesdes aterosclerdticas. Ao levar em

| ™* os coelhos

consideracdo que uma gema de ovo apresenta 255 mg de colestero
estudados consumiram diariamente 1555 mg de colesterol. Ao final do periodo
experimental, observou-se que o acréscimo de 1% de colesterol favoreceu, em
grande parte dos animais, ao processo etiologico de lesbes ateroscleroticas
avancadas grau lll.

Conforme reportado por Jaldin et al (2006)"° os coelhos hipercolesterolémicos
desenvolvem lesdes ateromatosas, predominantemente, formadas por macréfagos
ricos em lipideos n&o apresentando, dessa forma, aspectos de lesbes
fiboromusculares, fato usualmente encontrado em lesdes ateroscleroticas em
humanos. Stary et al (1995)'® complementam que as leses ateroscleréticas em
humanos, progridem de maneira lenta e gradual, o que faz com que as lesdes

apresentem caracteristicas normalmente excéntricas e com calcificacoes.
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A realizacdo de pesquisas que utilizem modelos animais, principalmente os
pequenos animais, como os coelhos, apresenta diversas vantagens. Afinal, esses
animais sao de facil acesso, baixo custo, apresentam a caracterizacdo genética mais
definida, além de que todos os passos envolvidos na pesquisa experimental podem

ser devidamente controlados 2.

6.2 CONSUMO ALIMENTAR E GANHO DE PESO PONDERAL

As dietas hiperlipidicas, ofertadas em longo prazo, favorecem ao ganho de
peso e ao actimulo de gordura corporal. Segundo dados da OMS (1998)"3, o lipidio
dietético é estocado como gordura corporal com uma eficiéncia de 96%.
Em animais, os estudos experimentais apontam que a alimentacdo hiperlipidica é
um componente importante na etiologia do ganho de peso, uma vez que dietas ricas
em gordura contribuiram para o excesso de gordura corporal em macacos, suinos,
cées e ratos ",

Muitos estudos demonstram a estreita relacdo entre o consumo de dietas
ricas em fibras com a perda de peso corporal. Afinal, as fibras dietéticas quando
consumidas exercem efeitos metabdlicos adicionais como a promocéao de saciedade
precoce, retardo no esvaziamento gastrico e diminuicdo na absorcdo de acgUcares e
gorduras dietéticas. Nota-se que essas acdes isoladas ou em conjunto promovem a
reducdo do peso corporal 3 3 3% 3¢ Essa afirmativa se faz presente nos resultados
do estudo. Os coelhos que receberam a adicdio de semente de linhaca
apresentaram um ganho de peso corporal inferior comparado com 0 grupo que nao
recebeu. Dados controversos foram evidenciados por Dupasquier et al (2006)” em
estudo experimental com coelhos. Os animais estudados independente da dieta ser
adicionada ou ndo com a semente de linhaca, apresentaram ganho de peso
semelhantes.

O efeito redutor das fibras no peso corporal € extremamente benéfico.
Streppel et al (2000)’° salientam que para cada 10% de aumento no peso corporal,
ha uma incidéncia de doencas cardiovasculares em aproximadamente 20% além da

elevacdo do colesterol plasmatico em torno de 12 mg/dl. Howarth et al (2001) *
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observaram em estudo que o consumo de 14 gramas de fibra/dia, por mais que 2
dias, associa-se com uma diminuigdo no consumo de energia e com uma perda de
peso de 1,9 Kg apos 3,8 meses. Em humanos, diversos estudos foram realizados
para mostrar a influéncia do consumo de fibras no peso corporal. Em estudo recente,
Biretvedt et al (2005) "® mostraram o potencial efeito da suplementacéo de fibras na
reducdo do peso. Mulheres consideradas com sobrepeso de acordo com o indice de
massa corporal (IMC) que fizeram uso do suplemento enriquecido com fibras
apresentaram, apds 24 semanas, uma diminuicao de 8 kg do peso corporal.

O teor de fibra alimentar presente na semente de linhaca é expressivo. Na
sua composi¢do, encontram-se em maior concentracdo as fibras soluveis
(mucilagens) correspondendo a 7% do que fibras insoliveis que correspondem a
3%°. Esta classificacdo apresenta importancia em virtude das diferencas entre as
acOes exercidas. Afinal, os efeitos fisiologicos das fibras sollveis diferem-se dos
efeitos das fibras insoltveis ®.

As fibras soluveis, altamente fermentaveis, sao responsaveis pelo aumento da
viscosidade e do contetdo intestinal *°. De acordo com alguns trabalhos, o aumento
da viscosidade atua como uma barreira fisica capaz de dificultar a acéo das enzimas
digestivas e sais biliares no bolo alimentar, causando uma reducao na digestéo e
absorcao de nutrientes como acucar e gordura .

Em adicdo, os mesmos autores complementam que as fibras sollveis
também podem interagir com as células do epitélio intestinal modificando a acao dos
hormoénios fazendo, dessa forma, com que ocorra um aumento na secrecdo de
proteinas enddgenas e de sais biliares. Essas a¢fes promovem uma excre¢cao maior
dos produtos enddgenos, favorecendo a perda de peso corporal.

Em nosso estudo, a analise comparativa do ganho de peso corporal entre 0s
grupos de animais evidenciou uma associagao inversa entre o consumo de semente
de linhaca e o ganho de peso corporal. Esse ganho diferenciado pode estar
vinculado as acoes fisiologicas das fibras. Afinal, ndo se pode atribuir ao efeito da
saciedade precoce, promovido pelas fibras, uma vez que ambos o0s grupos

apresentaram consumo médio diario de 150 gramas de racao.
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6.3 EFEITO DA SEMENTE DE LINHACA NAS VARIAVEIS BIOQUIMICAS
ANALISADAS

A inclusdo regular da semente de linhaga no consumo alimentar diario
caracteriza-se por ser uma estratégia terapéutica profilatica para a etiologia das
doencas cardiovasculares %% 3 %581,

Muito se discute e se estuda na literatura cientifica sobre os potenciais efeitos
benéficos da semente de linhaga. Entre esses se encontram a reducdo nos niveis
séricos de colesterol total e na sua fracdo de LDL — C. A maioria dos estudos sugere
que a ingestao diaria de 15 a 50 gramas/dia de semente de linhaca é responsavel
pela reducéo do LDL — C em 8 a 15% >3 8.,

Pode-se observar no nosso trabalho, por meio de analise comparativa dos
niveis séricos de colesterol total entre os grupos de animais estudados, que houve
um aumento de colesterol total e de LDL — C em ambos o0s grupos. Porém, o grupo
que recebeu o acréscimo de semente de linhaca (30g/dia) apresentou uma
concentragdo plasmética final de colesterol total e de LDL - C em niveis inferiores e
com relevancia estatistica (p<0,05). Afinal, o grupo G1 (controle) apresentou niveis
médios de colesterol total (1.676 mg/dl) e LDL — C (1596,12 mg/dl) inferiores ao
grupo G2 (estudo) (1006,83 mg/dl e 1074,32 mg/dl), respectivamente. Esse potencial
efeito redutor da semente de linhaca € muito positivo para a saude cardiovascular.
Afinal, sabe-se que a reducdo de 1mg/dl no LDL — C resulta em uma diminuicdo em
cerca de 1 a 2% no risco relativo para as morbidades cardiovasculares .

Resultados semelhantes foram reportados em estudos prévios. Prasad (2005)
*6 analisou o efeito do complexo isolado de lignana (secoisolariciresinol) em coelhos
por 8 semanas. Para tanto, os animais foram randomizados em quatros grupos
conforme o tratamento dietético (Gl = racao padréo; Gll = dieta padrdo enriquecida
com lignana; GIll = dieta hipercolesterolémica a 0,5% e GIV = dieta
hipercolesterolémica acrescida de lignana). Ao final do estudo, observaram-se em
todos os grupos estudados niveis aumentados de colesterol total e LDL — C, fato
esse atribuido a dieta hipercolesterolémica. Porém, o aumento na concentracdo de
colesterol total e LDL — C foi reduzido no grupo IV comparado com 0s outros grupos

em 20% e 14%, respectivamente.
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No mesmo sentido, Cunanne et al (1995)%* perceberam que a adicéo de 50
g/dia semente de linhaca em “muffins” consumidos por 10 sujeitos da pesquisa, foi
responsavel pela reducdo de 8% do LDL — C. Shakir e Madhusudhan (2007)%
demonstraram que a inclusdo de 15% de semente de linhaca, em ratos
hipercolesterolémicos, previne a progressdao da hipercolesterolemia e produz
reducgdes significativas na concentragcdo sérica de colesterol total (13,76%) e LDL —
C (44%).

Resultados controversos em pequena escala sao citados na literatura. Em
estudo recente, Harper et al (2006) > avaliaram o efeito da suplementac&o do 6leo
da semente de linhaca no perfil lipidico em 56 pacientes alocados em dois grupos.
Os resultados demonstraram que nao houve diferencas nas concentracdes de LDL —
C e HDL — C. Nenhum efeito nos niveis séricos de colesterol total foi encontrado por
Dodin et al em 2008 ®. Os autores analisaram a influéncia da semente de linhaca
(40 g/dia) em 199 mulheres que foram acompanhadas por 12 meses. Dusparquier et
al (2005)"° ao avaliar o potencial efeito hipolipidico da semente de linhaca em
coelhos hipercolesterolémicos percebeu que ndo houve diferencas na concentracéo
sérica de colesterol total entre os grupos analisados.

Essas divergéncias podem ser atribuidas a quantidade de colesterol
adicionado a dieta, a forma e a quantidade de consumo da semente de linhaca.
Feng et al (2003)®° ressaltam que as melhores formas de se consumir a semente de
linhaca de maneira a aproveitar as propriedades dos seus constituintes funcionais é
assada, cozida ou triturada. Bhathena et al (2003)>’ salientam que a utilizacdo do
grao inteiro de semente de linhacga dificulta na digestdo e no aproveitamento das
suas propriedades funcionais.

Os mecanismos pelos quais a semente de linhaca atua na prevencédo das
doencas cardiovasculares ndo estédo totalmente esclarecidos. H& relatos de que os
efeitos hipocolesterolémicos da semente de linhaca podem ser atribuidos aos
constituintes funcionais presentes em sua composicdo como a lignana, a fibra
soltvel e o &cido linolénico 3% °¢ 84 86.87

Pesquisas recentes reportam que as lignanas atuam positivamente na
contentracdo de lipideos plasmaticos, pela capacidade de modulagdo das enzimas
envolvidas no metabolismo do colesterol, por reduzirem o estresse oxidativo e pelas

propriedades antagonistas da agregacdo plaquetaria . Em acréscimo, Lucas et al
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(2004)®" evidenciam que as lignanas apresentam capacidades de modular enzimas
chaves envolvidas no metabolismo do colesterol como a 7 — a hidroxilase a a acil-
Coa colesterol transferase (ACAT). Essas ac0es fisiologicas ocorrem em virtude dos
compostos presentes nas lignanas. Afinal, as lignanas contém aproximadamente 34
a 38% de secoisolariciresinol (SDG), 15 a 20% de acido glicosidico e 9,6 a 11% de
acido hidroximetilglutarico (HMGA). O SDG e o acido glicosidico apresentam
propriedades antioxidantes enquanto que o HMGA demonstra atividade hipolipidica
55, 89'

As fibras solGveis sdo potencialmente eficazes na regulacdo dos niveis
plasmaticos de colesterol total e LDL — C. Em diversos estudos, tanto em humanos
quanto em animais, tem sido relatado a ac&o hipolipemiante das fibras soltveis % *°.

A NECP (“Third Report of the National Cholesterol Education Program)®
evidencia que o consume regular de fibras (20 a 30g/dia) sendo 5 a 10 gramas de
fracdo sollvel, reduz a absor¢cdo de gorduras saturadas e colesterol em até 7%.
Pereira et al (2004) °* complementam que a cada 10 gramas de aumento de fibras
no perfil dietético, associa-se com uma reducdo de 14 a 27% nos eventos
cardiovasculares.

Existem inUmeras teorias para explicar como a fibra solavel pode reduzir o
colesterol sérico: a viscosidade natural da fibra que diminui a absorgéo do colesterol
pelo intestino; o aumento na excrecdo dos acidos biliares nas fezes e como
mecanismo compensatorio o figado produz mais &cidos biliares a partir da
degradacgéo do colesterol. E, por fim, os propinatos produzidos na fermentacao da
fibra solavel pelas bactérias colénicas sdo absorvidos e convertidos em succenil-
coenzima A no figado podendo inibir a sintese de colesterol .

Dodin et al (2008)®* ao ofertarem 40 gramas/dia de semente de linhaca a
mulheres demonstraram apos analise de composi¢do nutricional, que a quantidade
de fibras na semente de linhaca era de 3,6 gramas. Os autores concluiram que essa
adicao infima de fibras contribuiu para a reducédo dos eventos cardiovasculares, em
decorréncia no aumento da excrecao de acidos biliares associado a uma reducao na
absorcdo intestinal de colesterol. Esses fatores agregados induzem a maior
recaptacdo do LDL — C circulante pelos seus receptores %,

Achados semelhantes foram relatados por Kim e Schin (1998) *, os quais

investigaram a influéncia da fibra chicoria (soltvel) nos lipidios séricos e hepaticos e
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excrecdo fecal em ratos. Os animais alimentados com extrato de chicoria tiveram um
aumento significativo do HDL — C, uma diminuicdo do LDL - C e maior excrecéo
fecal de lipideos e de sais biliares quando comparados com o grupo controle.

No que se refere a propriedade funcional do 6mega - 3 presente na semente
de linhaga, muitos estudos demonstram a associagdo inversa entre o consumo de
dmega - 3 e os niveis séricos de colesterol total e LDL — C **. Os mecanismos
propostos incluem desde modificacdes favoraveis nos niveis de lipideos plasmaticos,
principalmente triglicerideos, alteracdes hepaticas do metabolismo do colesterol, até
reducéo da captacdo do colesterol pelo figado *°.

Ao estudar coelhos hipercolesterolémicos, Achtani et al (1995) %, verificaram
gue o grupo de animais tratados com acidos graxos 6mega — 3 apresentou elevacéo
significante do LDL — C. Na mesma linha de pesquisa desse protocolo experimental,
Yano et al (1995)°" observaram, em coelhos hipercolesterolémicos reducédo do
colesterol total e na LDL — C, no grupo tratado com 300 mg/kg de peso dos coelhos
de EPA por quatro semanas.

Os trabalhos relatados na literatura em animais de experimentacao
apresentam resultados conflitantes, quando se referem ao efeito dos acidos graxos
Omega — 3 sobre o perfil lipidico. Entretanto, o principal efeito do acido linolénico
sobre as doencas cardiovasculares estaria relacionado a sua atividade anti
plaguetaria e antiinflamatéria *.

Ao analisar a concentracdo plasmatica de HDL — C percebe-se que 0s grupos
estudados ndo apresentaram diferencgas significantes. ApGs o periodo experimental,
evidenciou-se que os niveis de HDL — C sofreu aumento no grupo G1 e no grupo
G2.

Alguns estudos demonstram que, na presenca de semente de linhaca, a
concentracdo sérica de HDL — C podem aumentar ou reduzir ** %°. Lucas et al
(2004)%" relatam em estudo que os niveis de HDL — C ndo sofreram nenhuma
alteracdo significativa em ambos os grupos estudos (com ou sem semente de
linhaca). Por outro lado, Prasad (2005)*° observou que o complexo lignanico
ofertado aos coelhos foi responsavel pelo aumento no HDL — C em 24%. Essas
diferencas podem estar associadas com a concentracao de colesterol incorporado a

dieta associado ou ndo ao tempo de duracao da oferta da dieta hipercolesterolémica
56
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No presente estudo, pode-se observar que o0 consumo da dieta
hipercolesterolémica a 1% proveniente do ovo liofiizado corrobora com as
evidéncias descritas por Prasad (2005)°°. Esse achado pode ser atribuido &
presenca do ovo liofilizado como forma de tornar a dieta hipercolesterolémica. Afinal,
Weegemuns et al (2001) * realizaram uma meta analise com 17 estudos, na qual se
evidenciou em todos os estudos que o elevado consumo de ovo promove um
aumento no HDL — C. Dessa forma, os autores concluiram que o0 aumento na
ingestdo de ovo, aumenta a concentracdo serica de HDL — C, em particulas
pequenas e densas, favorecendo, assim, ao risco etiolégico para as doencgas
cardiovasculares.

No que se diz respeito as concentracbes plasmaticas de triglicerideos,
observa-se que ndo houve diferencas estatisticas significantes nos grupos
analisados. A dose de semente de linhaca utilizada nesse protocolo experimental
ndo foi efetiva para promover a reducdo de triglicérides no grupo G2. Estudos
prévios em animais reportam efeitos diversos da semente de linhaca na
concentracéao de triglicerideos.

Lucas et al (2004)%” corroboram com esses achados. Em estudo realizado
com hamsters ficou evidente que os animais que receberam o isolado de semente
de linhaca apresentaram niveis elevados de triglicerideos similares aos grupos que

ndo receberam. No mesmo sentido, Cunanne et al (1995) %

concluiram que a
ingestdo de 50 g/dia de linhaca, por 4 semanas, ndo promoveu alteracdes nos
triglicerideos plasmaticos. Porém, ha pesquisadores evidenciam o efeito positivo do
uso da semente de linhaca no decréscimo nos niveis de triglicerideos *%.

Esses resultados inconstantes podem ser recorrentes as diferentes dosagens,
ao tipo e a quantidade de semente de linhaca, assim como também, pelo modelo
animal utilizado %7+ °" 8. 101,

No entanto, até o presente momento, ndo h& na literatura cientifica
explicacbes plausiveis para a elevacdo nos niveis de triglicerideos, sendo assim,

necessarias maiores investigacdes para esclarecer esse mecanismo %2,
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6.4 EFEITO DA SEMENTE DE LINHACA NA PREVENCAO DA LESAO
ATEROSCLEROTICA

O processo aterosclerético, conforme ja estudado e documentado na
comunidade cientifica, vincula-se inicialmente as lesdes na parede endotelial. Em
condicbes fisiologicas, o endotélio contribui com a homeostase vascular por
promover alteracdes funcionais adaptativas. Entre sua principal atuacao encontra-se
a liberacdo de substancias como o éxido nitrico (NO). Diversos autores apontam que
o NO exerce varias funcdes associadas a integridade da saude vascular das quais
fazem parte: a vasodilatacdo, a inibicdo da adesdo e agregacdo plaquetaria,
limitacdo do recrutamento vascular leucocitario, impedimento na proliferacdo da
musculatura lisa vascular e, por fim, a inibicdo da produc&o do fator tecidual %% 1%,

Na presenca de fatores inflamatorios e de fatores de risco cardiovascular,
como as dietas hipercolesterolémicas, ocorre a perda da acdo protetora do
endotélio, originando o aumento da propensao a vascontricdo, trombose, inflamacéo
e proliferagéo celular na parede vascular. Esses fatores agregados contribuem para
a etiologia da placa aterosclerética 3.

Na presenca de dietas aterogénicas, ricas em gordura saturada e colesterol,
ocorre uma liberacdo demasiada de espécies reativas de oxigénios (EROs). Esses
apresentam uma reatividade quimica muita alta com outras biomoléculas podendo
desencadear a peroxidacéo lipidica, levando a altera¢cdes na membrana celular, fato
esse que facilita a oxidacdo do LDL — C (figura 28). Dessa forma, conclui-se que as
dietas hipercolesterolémicas sao favoraveis a etiologia das lesdes ateroscleroticas,
podendo ser chamadas de dietas pro — aterogénicas %% 100 101102

Em estudos preliminares alguns autores observaram que a dieta
hipercolesterolémica a 1% é responsavel pela promocdo na reducdo da atividade
antioxidante enddgena, a qual é sinalizada por atuacdes enzimaticas (superéxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase). Em adicdo, outros autores
evidenciaram que ao receber a dieta hipercolesterolémica, os coelhos, apresentaram
niveis séricos elevados de malondialdeido (MDA), responsavel pela mensuracdo da

peroxidacao lipidica % °® 1%,
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Prasad (2007) '® demonstrou que o desenvolvimento da aterosclerose nos
coelhos, associou-se com a hipercolesterolemia e ao aumento sérico de MDA no
tecido aértico. Em adicdo, o mesmo autor elenca que o aumento sérico no MDA
sugere um incremento nos radicais livres, 0s quais se responsabilizam pela inducéo

ao dano endotelial e modulacdo nas moléculas de adeséo.
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Figura 27 — Desenvolvimento do estresse oxidativo da placa aterosclerotica
Fonte: Neves, MN. (1997) 37,

Nesse estudo experimental, utilizou-se como dieta pro — aterogénica a racao
suplementar acrescida de 1% de colesterol, proveniente do ovo integral liofilizado.
Lee et al (2003)} evidenciam que dietas hipercolesterolémicas produzem
espessamento intimal associado a presenca de células espumosas. Essa afirmativa
se faz presente no nosso estudo. Afinal, por meio da analise morfométrica, percebe-

se que todos os coelhos desenvolveram lesfes aterosclerdticas avangadas no arco
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aortico (grau lll) e na aorta descendente mostrando dessa forma, que o modelo
dietético empregado € extremamente eficaz no processo aterogénico.

Ao observar a cascata de eventos envolvidos na aterogénese, verifica-se que
a inclusdo da semente de linhaca, possa ser uma medida terapéutica ou preventiva
dessa morbidade. Conforme explanado no capitulo introdutério, nessa semente
encontram-se  diversas propriedades funcionais que exercem  efeitos
cardioprotetores. As lignanas, composto isolado da semente de linhaca, apresentam
atividades antioxidantes enquanto que o 6mega — 3 possui acao anti — agregacao
plaquetéria e antiinflamatéria.

Lucas et al (2004)*” reportam que a ingestdo da semente de linhaca pode
reduzir a formacao das lesdes ateroscleréticas em 50% enquanto que a lignana,
demonstra-se mais eficaz, pois apresenta um efeito redutor de 75%. Prasad et al
(1998)'* em estudo semelhante ao nosso protocolo experimental analisaram a
atividade antiaterogénica da semente de linhaca em diferentes grupos de coelhos.
Os animais foram submetidos a diferentes tratamentos dietéticos e a
hipercolesterolemia foi induzida em alguns grupos com a adi¢cdo de 1% de colesterol
na ragcédo suplementar. Ao final do estudo, os pesquisadores findaram que a oferta
diaria de semente de linhacga, via oral, na dosagem de 7,5 g/Kg de peso dos animais,
por 8 semanas, foi responsavel pela reducdo do desenvolvimento da aterosclerose
em 69%.

Diversos achados clinicos apontam a eficacia da utilizacdo do composto
isolado da semente de linhagca o secoisolariciresinol (SDG) na reducédo da
aterogenicidade. Prasad (2005)*°, ao estudar coelhos submetidos a diferentes
tratamentos dietéticos, observou que a administracado de 40 mg/kg de peso corporal
ao dia de SDG, reduziu em 34% a formacédo das placas ateroscleréticas. Em outro
estudo, o0 mesmo autor evidenciou que o SGD é capaz de reduzir a formacédo de
lesdo aterosclerdtica em 75% °.

Lucas et al (2004)® corroboram com essas informaces. Em estudo
experimental, observou-se que os hamsters que foram suplementados diariamente
com SDG tiveram lesdes aterosclerdticas menores quando comparado com o grupo
controle. Prasad (1999)® reporta que esses achados relacionam-se a atividade
antioxidante do SGD, a reducdo do MDA associado com aumento na atividade

antioxidante enddgeno no tecido do arco aodrtico.
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Gebauer et al (2008)'%” reportam que a composicéo nutricional da semente de
linhaca é composta por 45% de lipideos, dos quais o acido alfa — linoléico (6mega 3)
representa 55%, denotando assim, a grande quantidade desse acido graxo
poliinsaturado nessa semente.

O O0mega - 3 atua na prevencgao da aterosclerose, em partes, pela reducao da
trigliceridemia. Porém evidéncias enfatizam que sua atuacdo € mais significativa na
reducdo da agregabilidade plaguetaria, nos mecanismos pré — inflamatorios e no
relaxamento da parede vascular *°®. Um estudo prospectivo de Lyon realizado na
Franca com 605 pacientes, acompanhados por 46 meses, relatou uma diminui¢cao na
incidéncia de complicacdes cardiovasculares, sem alterar os niveis de lipidios
plasmaticos. Essa constatacdo foi possivel por meio da incorporacdo de habitos
alimentares saudaveis como o preconizado pela dieta do Mediterraneo (pobre em
gorduras saturadas, rico em fibras e dmega - 3)'°°. Porém, nessa investigacdo nao
foi possivel imputar apenas ao 6mega 3 esse efeito benéfico.

Um classico estudo clinico, randomizado e controlado sobre questdo do
6mega 3, foi o Diet and Reinfarction Trial (DART) *°. O estudo demonstrou uma
reducdo de 29% na mortalidade total, em homens que se encontravam em periodo
pos infarto agudo do miocérdio, que receberam diariamente, por dois anos, doses de

500 a 800 mg/dia de acido graxo dmega 3. Allman et al (1995) ***

constataram que o
consumo de 40 gramas de semente de linhaca por 23 dias reduz a agregacao
plaquetaria.

Na literatura cientifica tem sido reportada, em estudos prévios, a eficacia da
utilizacéio do 6leo de peixe na reducédo da aterosclerose hipercolesterolémica *# 3,
No mesmo sentido, diversos estudos tém sido conduzidos para observar a eficacia
da utilizacdo da semente de linhaca, como fonte de acido alfa — linolénico, na
prevencao da aterosclerose. Freese et al (1994)*' randomizaram aleatoriamente dois
grupo de pacientes. Enquanto um grupo recebeu a suplementacdo diaria de 5.9
g/dia de d6leo de linhaca, o outro recebeu 5.2 g/dia de 6leo de peixe. Ao final do
estudo, os autores concluiram que ambos o0s grupos apresentaram reducoes
significativas na agregacgao plaquetaria.

Alguns questionamentos séo realizados quanto a utilizacdo do 6mega — 3 nas
doencas cardiovasculares, mesmo ja sendo elucidado o efeito benéfico que o acido

linolénico exerce para a integridade da saude cardiovascular. Porém, em situactes
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de hipercolesterolemia, acredita-se que a presenca do 6mega 3 possa acentuar a
peroxidacdo lipidica, considerando o maior numero de duplas ligacdes nessas
moléculas. Em consequéncia, acentua-se a peroxidacdo da parede arterial, e por
esse mecanismo, somado a elevagdo do colesterol plasmatico, compromete-se a
funcdo endotelial, fato que pode induzir ou agravar o processo aterogénico *# °,
Dessa forma, acredita-se que a suplementacéo de dmega 3, ficaria reservada como
agente antiplaquetario e antitrombético e no tratamento das hipertrigliceridemias.

Em nosso estudo, ao analisar de forma comparativa a existéncia e a extensao
das lesdes ateroscleréticas dos animais estudados, percebe-se que o consumo da
semente de linhaga, ndo se mostrou eficaz na reducao da aterogenicidade. Sec¢des
histolégicas do arco adrtico e da aorta descendente demonstram similaridades na
espessura da intima e na razdo intima / média, fato esse que ndo se esperava
presente com a atividade anti—aterogénica da semente de linhaca. Esses achados
evidenciados no nosso experimento contradizem algumas informacdes prévias
elencadas anteriormente.

Porém, achados semelhantes ao protocolo experimental foram reportados por
Duspaquier et al (2006)”°. Os autores randomizaram coelhos em quatro grupos
dietéticos: Grupo | = dieta padréo; G Il = Dieta padrdo acrescida com 10% de SGD;
GlII = Dieta padréo acrescida de 0,5% de colesterol e GIV = dieta padrao acrescida
de 0,5% de colesterol juntamente com 10% de SGD. Ao final do periodo
experimental, 8 semanas, observou-se que ambos os grupos G Ill e G IV
apresentavam formacéo de placas aterosclerdticas.

Existem diversas hipdteses para explicar esse evento contraditorio. Rouleau
et al (1893)*° reportam que a gravidade das lesdes ateromatosas esta diretamente
associada com o grau da dieta hipercolesterolémica. Afinal, conforme ja comentado,
dietas saturadas em gorduras e colesterol, promovem a desregulacdo do sistema
antioxidante enddégeno, além de favorecer a permeabilidade do endotélio para a
incorporacdo do LDL — C. Observa-se que a dieta aterogénica utilizada nesse
experimento, desenvolveu lesbes extremamente avancadas. E, diante desse fato,
torna-se dificil qualquer alimento com propriedade funcional, como a semente de
linhaca, na dosagem administrada, apresentar efeitos anti — aterogénicos.

Outra observacao importante, é ao fato de que, na literatura encontram-se

resultados positivos que relacionam o uso da semente de linhagca na prevencao da
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génese da aterosclerose quando se administra 0 seu composto isolado (SDG).
Porém, em recente estudo com coelhos hipercolesterolémicos, Prasad (2007)'%
concluiu que o composto isolado da semente de linhaca, administrado por 4 meses,
nao produz regressdo da lesdo, mas sim previne a aceleragdo do processo
aterosclerotico. Assim, dessa forma, pode-se inferir que a semente de linhaca exerce
uma atuacdo fundamental na prevencdo, mas ndo no tratamento dos eventos
coronarianos. Em adicdo, Duspaquier et al (2006)”° concluiram que dietas
hipercolesterolémicas por longos periodos, como 8 semanas, limitam a atividade
anti-aterogénica da semente de linhaca.

Em sintese, percebe-se que algumas limitagbes metodolégicas como a
intensidade da dieta hipercolesterolémica, a quantidade e a forma de utilizacdo da
semente de linhaca e o tempo de estudo, sdo fatores vivenciados nesse protocolo

experimental que podem ter colaborado para os resultados encontrados.

6.5 EFEITO DA SEMENTE DE LINHACA NO PROCESSO INFLAMATORIO

Hoje, a comunidade cientifica, ndo define a aterosclerose apenas como uma
patologia derivada de desordens no metabolismo e da deposicéo lipidica. Observa-
se que a historia natural da aterogénese estende-se além da dislipidemia. Afinal,

bY

associado a etiologia do processo aterosclerdtico, ha um envolvimento vascular
mediado por processos inflamatérios ° 7.

Varios mediadores tém sido utilizados na pratica clinica e em estudos
associados & patogénese da aterosclerose 2. Entre esses marcadores, destacam-
se os utilizados no nosso protocolo experimental, como as moléculas solUveis de
adesdao celular: molécula de adesao vascular — 1 (VCAM - 1) e molécula de adeséo
intercelular — 1 (ICAM - 1).

Trabalhos realizados nos ultimos anos demonstram que na fase inicial do
processo aterogénico ha expressao de varias moléculas de adesdo na superficie de
células endoteliais. Estas moléculas modulam a interacéo do endotélio vascular com
os leucdcitos. E, este recrutamento de leucécitos mononucleares para a camada

intima dos vasos € um evento celular precoce que ocorre no ateroma em formacao
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60, 119, 120 Dpessa forma, apds a ativacdo leucocitaria, moléculas endoteliais de

adesao, como VCAM — 1 e ICAM - 1, comegam a participar do processo de
ativacao inflamatoria.

Os leucdcitos mononucleares, apds entrarem no ateroma nascente, por meio
de adesdo as células endoteliais e penetracdo na camada intima por diapedese,
iniciam a captacdo de lipideos modificados. Entre esses, estdo, principalmente, o
LDL — C oxidado (LDL - OX) pelas espécies reativas de oxigénio (EROS), derivados
do estresse oxidativo, originando, assim, as células espumosas (foam cells)*’. Em
adicdo, Kunne et al (1992) **! reportam que uma das caracteristicas peculiares do
LDL — OX é o aumento acentuado de seu conteudo de lisofosfatidilcolina. Essas
substancias apresentam propriedade quimiotaxica para mondcitos e linfcitos T,
inibe o relaxamento do endotélio e induz a expressao das moléculas soluveis de
adesdo vasculares e intercelulares nas células endoteliais.

Determinantes dietéticos contribuem para a etiologia desse processo.
Evidéncias cientificas sugerem que 0s macronutrientes da dieta promovam o
estresse oxidativo, contribuindo, dessa forma, para a génese do processo
inflamatério crénico *?2. Entre os macronutrientes, os lipideos sdo os mais estudados
qguanto ao efeito dos componentes da dieta na inflamacao. Sugere-se que a ingestéao
de uma refeicdo com alto conteudo lipidico leve a ativagdo endotelial, fato esse
evidenciado pelas elevadas concentracbes de moléculas de adesdo celular
circulantes %,

Essa afirmativa condiz com nossos achados. A administracédo diaria de uma
dieta hipercolesterolémica desencadeou a formacdo de lesBes aterosclerdticas
associadas a presenca de processo inflamatério. Afinal, ambos o0s grupos
experimentais apresentaram areas positivas significativas para VCAM — 1 e ICAM —
1 na camada intima dos segmentos adrticos analisados.

Nappo et al (2002)'** demonstraram previamente a estreita relacédo entre
dietas hiperlipidicas e a expressdo de moléculas de adeséo celular. Em estudo
clinico, randomizado, simples cego cruzado, realizado com 20 pacientes, observou-
se que a expressdo de VCAM - 1 e ICAM - 1 foi significativamente mais elevada em
pacientes que fizeram a ingestédo de dieta hiperlipidica. Seguindo a mesma linha de

pesquisa, Cerillo et al (2004)'? investigaram o efeito da ingestédo de 75 gramas de
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gordura por 12 semanas. Ao final do estudo, evidenciou-se que a sobrecarga lipidica
resultou em um aumento plasméatico de VCAM — 1 e ICAM — 1.

Porém, ndo se esperava, no nosso estudo experimental, a elevada
concentracdo de moléculas soluveis de adeséo celular no grupo de animais que
foram suplementados diariamente com a semente de linhaga. Conforme jé& elencado
anteriormente, sabe-se que na semente de linhagca encontra-se uma elevada
concentracdo de 6mega — 3, fato esse que Ihe atribui propriedade antiinflamatoria.

A relacdo entre inflamacdo e consumo de acidos graxos poliinsaturados,
como o 6mega 3, € bem discutida na literatura. Muitos estudos tém demonstrado
uma correlacdo inversa entre o 6mega — 3, 0 processo inflamatério e a disfuncao
endotelial. Acredita-se que esse acido graxo poliinsaturado é responsavel pela
reducdo na expressao de marcadores inflamatdrios entre os quais se encontram as
moléculas de adesao vascular 1 e moléculas de adeséo intercelular 1 ***%°.

Em estudo conduzido por Rallidis et al (2004)'** observou-se que a
suplementacdo dietética de acidos graxos poliinsaturados em pacientes
dislipidémicos, por 12 semanas, reduziu a expressdo de VCAM — 1. Duspaquier et al
(2007)** corroboram com esses resultados. Os pesquisadores reportaram que a
dieta suplementada com semente de linhagca foi responsavel pela redugcdo da
infiltracdo de macréfagos para o espaco subendotelial. Em adicdo, os mesmos
autores observaram que a inclusao dietética de semente de linhacga resultou em uma
menor sintese de VCAM — 1 no tecido aértico dos animais. No estudo de Zhao e at
(2004)*?° os pacientes hipercolesterolémicos receberam por seis semanas, cerca de
17% do total de energia proveniente do 6leo de linhaca. Ap6s o periodo de estudo,
demonstrou-se que o manipulacéo lipidica da dieta resultou na redugcdo nos niveis
séricos de marcadores inflamatorios como VCAM — 1, ICAM — 1 e E — selectina.

Em contra partida, Foxall & Schawarey (1990)'*” demonstram que suinos
alimentados com dieta hipercolesterolemiante a base de colesterol, quando tratados
com 6leo de peixe, mostraram aumento na adesao de mondcitos ao endotélio. Esses
achados sdo semelhantes com os encontrados no nosso protocolo experimental. No
mesmo sentido, Abe et al (1998)*® analisaram a concentracdo plasmatica de
moléculas de adesédo sollveis em pacientes diabéticos e hipertrigliceridémicos, por
meio da oferta diaria de 4 gramas de 6mega - 3. Inicialmente, 0os pacientes possuiam

altas concentracfes de moléculas de adesao vascular e intercelular, em relacédo ao
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grupo controle. ApoOs seis semanas de estudo, ndo foi constatado reducédo
significativa nos biomarcadores inflamatorios. A diferenca na concentragdo sérica
desses marcadores, so6 foi possivel perceber apos 7 meses de estudo, pela reducéo
de 9% na ICAM — 1.

Esses achados conflitantes séo indicadores de que dependendo de como a
hipercolesterolemia é induzida e se estabelece associada ao tempo e a quantidade
administrada, o efeito do acido graxo 6mega — 3 pode até mesmo ser contraditorio
ao esperado. Shi et al (2005)'*° complementam que a presenca de varias
insaturacbes na molécula do &cido graxo poliinsaturado favorece ao processo
oxidativo em reagdes envolvendo a formacgao de radicais livres, podendo reduzir seu
efeito benéfico sobre o desenvolvimento da aterosclerose. Dessa forma, é de
extrema importancia adotar cuidados especiais na prescricdo de dietas

hipolipemiantes a base de 6mega — 3.
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7 CONCLUSAO

A semente de linhaca apresentou acdo hipolipemiante reduzindo os niveis
séricos de LDL — C e colesterol. Por meio das andlises histolégicas, morfométricas e
imunohistoquimicas, observou-se nao haver diferencas na presenca e no grau das
lesbes ateroscleroticas nos grupos de animais estudados com dieta

hipercolesterolémica a 1%.
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ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
ANIMAL DA PUCPR.

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA

_ NUCLEO DE BIOETICA
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Registro do projeto no CEUA: 278 — 22V
Data do parecer: 09/05/2008

Titulo do Projeto:

O papel das semente de linhaca na anti-aterogénese e na acao antiinflamatoria
em coelhos submetidos a dieta hipercolesterolémica-analise anatomo e
imunohistologica.

Pesquisador responsavel:
Dalton Bertolin Précoma

Equipe da pesquisa:
Camila Rodrigues Prim

Instituicdo:
PUCPR

Categoria do Experimento - C

Espécie de Animal Sexo Idade ou peso Quantidad
Coelho (Oryctolagus cuniculus) Macho 30 dias; 2,5kg 30

O colegiado do CEUA em reuniao no dia 08/05/2008, avaliou o projeto €
emite o seguinte parecer: APROVADO.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser
apresentadas ao CEUA-PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a parte
do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicdes, cabe
ao pesquisador ndo inicia-la antes de receber a autorizagdo formal para a sua
realizagdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado
e assinado pelo responsavel da instituicdo e deve ser mantido em poder do
pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em qualquer
tempo.
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Lembramos ao senhor pesquisador que € obrigatério encaminhar o
relatério anual parcial e relatério final da pesquisa a este CEUA.

Curitiba, 09 de Maio de 2008.

Atenciosamente
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Profa. Gra PQMD‘AImeida e Oliveira
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