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Efeito dos Acidos Graxos Omega-3 sobre 0 Relaxamento-
Dependente do Endotélio em Coelhos Hipercolesterolémicos

Paulo Afonso Ribeiro Jorge, Lidia Cruz Neyra, Regina Michico Ozaki, Eros de Almeida

Campinas, SP

Objetivo - Estudar o efeito dos acidosgraxos 6mega-
3 sobre o relaxamento-dependente do endotélio, o coles-
terol plasmético, asLDL, VLDL, HDL, triglicéridesea
peroxidacéo lipidica das particulas de LDL-nativas, oxi-
dadaseda paredearterial.

Métodos - Coelhos da raca Nova Zelandia foram
submetidos a dieta enriquecida com colesterol (0,5%) e
gordura de coco (2%), por 30 dias e separados emgrupo
hiper col esterolemia (H) e dmega-3 (O-3), sendo adminis-
trado ao O-3 &cidos graxos dmega-3 na dose de 300mg/
kg/dia, durante 15 dias, atravésdegavagem. O colesterol
plasmatico, triglicérides, LDL-colesterol, VLDL e HDL-
colesterol foram medidos através de kits enzimaticos e 0s
resultados expressosemmg/dl. AsLDL foramobtidas por
ultracentrifugacéo e oxidadas através da exposi¢éo ao
Cu**. A peroxidacéo lipidica das LDL e da parede da
aorta foi mensurada pela dosagem do malondialdeido
(MDA). A funcéo endotelial foi avaliada por curvasde
concentracao-efeito obtidas pela acetilcolina e nitro-
prussiato, apds contracdo com norepinefrina.

Resultados - Houve aumento do colesterol plasma-
ticoedasVLDL, seminterferéncia nosniveisde LDL e
HDL, no O-3. Observou-se reducéo significante dos
triglicérides. Verificou-se aumento significante do teor de
MDA nas LDL-nativas e oxi dadas, assim como na parede
arterial. O relaxamento-dependente do endotélio foi sig-
nificativamente menor no O-3.

Concluséo - A administragdo de &cidos graxos
O6mega-3 na dosagem de 300/mg/kg/dia, a coelhos hiper-
colesterolémicos aumentou o colesterol easVLDL plas-
maticas, enquanto reduziu ostriglicérides. O relaxamento-
dependente do endotélio foi menor que no grupo H.

Palavraschave: relaxamento-dependente do endotélio,
acidos graxos 6mega-3, hipercoles-
terolemia, malondialdeido

Effects of Omega-3 Fatty Acids on
Endothelium-Dependent Relaxation in
Hypercholesterolemic Rabbits

Purpose- To study the effect of omega-3 fatty acid on
endothelium-dependent relaxation, total plasma choles-
terol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol andtriglycerides
levelsaswell as, the malondialdehyde (MDA) content of
the LDL particlesand arterial wall.

Methods - Fourteen male rabbitswererandomly as-
signed to hyper chol esterolemic and omega-3 groups. The
dose of omega-3 fatty acid utilized was 300g/kg/day dur-
ing 15 days. All rabbitswerefed a diet supplemented with
cholesterol (0.5%) and coconut oil (2%) for four weeks. At
the end of the experiment the animals werekilled and the
aortaremoved for measurement of MDA content and theen-
dothelium-dependent rel axation studies. Total plasma cho-
lesterol, VLDL-cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-choles-
terol and triglycerides was measured by enzymatic kits.
MDA was also measured in natives and oxidized LDL and
arterial wall.

Results- Cholesterol and VLDL-cholesterol werein-
creased significantly in the omega-3 treated animals. The
triglyceridelevel wassignificantly reduced (p<0.05). The
MDA content wasincreased inthe LDL particlesandin
thearterial wall (p<0.05). Endothelium-dependent rel ax-
ation was significantly reduced (p<0.05).

Conclusion - Omega-3fatty acidimpairstheendothe-
lium-dependent relaxation when administered to choles-
terol fed rabbits, increasesthecholesterol and reducesthe
triglycerides plasma levels. Thelipid peroxidation of the
LDL particlesand arterial wall wasincreased.

Key-words.  endothelium-dependent rel axation, omega-3
fatty acid, hypercholesterolemia
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A aterosclerosecoronariaéresponsavel pelaatamor-
talidade deindividuos ap6s 0s 40 anos deidade, represen-
tando oinfarto do miocérdio, amaior causade morte nesse
grupoetariot. Tem-severificado, deoutrolado, quearedu-
¢ao do colesterol plasmético, através de drogas hipoli-
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pemiantes é capaz de reduzir em até 50% a ocorrénciade
eventos, como infartofatal endofatal 2. Estudosangiogréa-
ficos bem conduzidos mostraram que areducdo dos even-
toscoronariosocorreu sem reducdo significativado didme-
tro da obstrucgéo do vaso pela placa de aterosclerose ®. Di-
ante destes achados, tem-seimputado areducdo doseven-
tos coronarios, apds areducdo do colesterol plasmatico, a
estabilidade da placade aterosclerose e a preservacéo da
fungdo endotelial *. Assim, numerosos estudos tém procu-
rado verificar o efeito de diferentes substancias, naagdo
protetorasobre afuncéo endotelial.

O endotélio vascular éresponsavel pelaproducéo do
NO° e PG12, substancias vasodil atadoras e que também
interagem naadesdo e agregacdo das plaguetas, aderéncia
de neutrofilos etc, evitando o vasoespasmo e atrombose
coronéria, principais mecanismos envolvidos nas sin-
dromes corondrias agudas 5°.

Em trabalho inicial, demonstramos que a hiperco-
lesterolemiainduzidaem coelhosdaracaNovaZelandia
atravésdadieta, comprometiao rel axamento-dependentedo
endotélio, emtirasdeaortatorécica’esuasconclusdescom-
provam osresultados de trabal hos similares publicadosna
literatura®. Namesmalinhade pesquisa, verificamosqueé
possivel reverter adisfuncdo endotelial na hipercol este-
rolemia, apos tratamento com inibidores daHM GCoA
redutase’, também conformeliteratura®. Mai srecentemen-
te, estudamos a vel ocidade de reverséo da disfuncao
endotelial em coelhoshipercol esterolémicos, administrando
simvastatinae pravastatinaduranteos2, 4 e6 Ultimosdias
doexperimento™®,

Considerando a eventual influénciade substéncias
antioxidantes napreservacdo dafungdo endotelial, estuda-
mos o efeito davitaminaE sobre o fluxo coronério depen-
dentedo endotélio, em caeshipercol esterolémicos!. Nesse
estudo constatamos, pelaprimeiravez, queavitaminaEre-
verteadisfuncdo endotelial namicrocircul ag8o coronéria,
assim como, reduz o teor do colesterol e malondialdeido
(MDA) teciduais, sem influir no nivel do colesterol plas-
mético.

Nestetrabal ho, nospropusemosaestudar ainfluéncia
dos acido graxos 6mega-3 sobre areversao dadisfuncdo
endotelial nahipercolesterolemia, bem como confrontar a
funcéo endotelial com onivel do colesterol total plasmético,
LDL-colesterol, HDL-colesterol, triglicérides e a peroxi-
dacdolipidicadasparticulasdeL DL edaparedearterial.

Métodos

CoelhosdaracaNovaZeandiacompesode2,14+0,16
kg eidadessemelhantesforam divididosdeformaal eatéria
emdoisgruposdeseteanimais: grupo hipercolesterolemia
(H) egrupo 6mega-3 (0-3). Todososanimaisforamalimen-
tados com 100g de ragdo ao dia, acrescentada de 0,5% de
colesterol e 2% de gordurade coco, durante 30 dias. Agua
foi oferecida ad libitum. Acidos graxos 6mega-3 (4cido
ei cosapentaendico-EPA e acido graxo docosahexa-
naendico-DHA) foram admini stradosnadose de 300mg/kg/
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dia(EPA=180mgeDHA=120mg), atravésdegavagem, nos
ultimos 15 diasdedieta. No Ultimo diado experimento, uma
amostrade sangue obtidapor puncgdo cardiacafoi utilizada
paradosagem do colesterol plasmético, HDL-colesterol,
VLDL etriglicé&rides, atravésdekitsenziméticoseanalisador
Beckman700.

Ané sdaaorta torécicadecadaanimal, com aproxima:
damente5mm, foramlimposdetecido conectivo, cuidando-
separapreservar o endotélio. O endotéliofoi mecanicamen-
te removido em outros segmentos da aorta toracica dos
mesmos animais. Os anéisforam suspensosem cadmarade
perfusdo com 10mL de capacidade, contendo solucéo de
Krebs-HensdleitapH 7,4, comacomposicdo mmol/L: NaCl,
113,0;CaCl,, 1,9, NaHCO,, 25,0, MgSO,, 0,44, KH,PO,, 1,18,
EDTA, 0,03; glicose, 11,0. A solugéo foi mantidaa37°C e
continuadamente aeradacom umamisturade gasesconten-
do 95% de O, e 5% de CO,. Os anéis foram montados em
doisclipsde aco, ligados aum suporte de um lado eaum
transdutor de forga, da marca Narco Biosystem, de outro
lado. Os anéis foram distendidos a umatenséo de 1g,
estabel ecida previamente como tensdo ideal, através de
curvas de comprimento-tensdo. Os espécimes foram
perfundidos por um periodo de 60min, trocando-seasolu-
¢doacada20min. Paraprevenir asintesede prostaglandinas
osexperimentosforam realizados napresencade 10pmde
indometacina. Os resultados foram expressos como por-
centagem derelaxamento emrelagdo acontragdo com NE.

No protocol o de experimentacdo, todos os anéis de
aorta, comesemendotélio, foram contraidospelaadicéo de
norepinefrinaNE (10°M). Apds estabilizagdo da contra
¢80, acetilcolina-Achfoi adicionadaao banho deformacu-
mul ativa, paraal cancar concentragoesde 10 a10°°M, ob-
tendo-seascurvasde concentracdo-efeito. Apds, asolucéo
deKrebs-Henseleit foi substituida por solugdo frescaea
tensdo relaxadaaté o valor basal . Depoisdeum periodo de
30min osané sforam contraidoscom NE (10°M) e outras
curvasde concentragao-efeito obtidas com nitroprussiato-
SNP(10%a10°%5M).

A peroxidag8o lipidicadaparede do vaso foi mensu-
radapelo teor de MDA, um dos produtos da peroxidagdo
lipidica. Amostrasdeaortaforam homogeneizadasem acido
tricloroacéti co gelado (mg detecido por ml de TCA a10%).
Apos centrifugacdo, uma aliquota do sobrenadante foi
acrescentadaaigual volumedeécidotiobarbitdricoa0,6%
eamisturaaquecidaal00°C por 20min. A concentragdo de
MDA foi cal culadapel aabsor¢io a532nm comousodeum
coeficiente de exting&o molar de 1,49x10° e expressaem
nmol/mgdetecidox 10722,

Amostras de sangue foram col etadas em tubos de
plasti co contendo apropriadosvolumes de sol ugdo aguosa
de EDTA a15%, pH 7,4, paraumaconcentracdo final de
0,15%deEDTA, que serve como anticoagul ante eantioxi-
dante. O sanguefoi centrifugado a1000rpm por 10min. O
sobrenadante, atemperatura de 10°C, foi centrifugado a
1000rpm por 5min, seguida de outra centrifugacdo de
15000rpm por 10min. Este procedimento removetodosos
residuoscelulareseo plasmaobtido élimpido.
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O método deisolamento dasLDL consiste em dois
passos sequenciais de ultracentrifugacdo: 1°) o plasma
(>4ml) écentrifugado a40000rpm por 18h (ultracentrifuga
Beckman, mod.L-8) para separar as particulas de
quilomicronseVLDL (d>1063), ecom umapipetaPasteur
estas particulas séo removidas; 2°) adensidade do rema-
nescente € gjustadaa 1063, atravésde KBr sblido. Oisola
mentodasL DL (D=10063a1063) faz-sepor centrifugacdoa
40000rpmdurante20h. AsL DL séo coletadascom pipetade
pontafinaparasuacaracterizagdo e oxidacao =%,

A caracterizagdo quimicadas LDL esti baseadana
determinagdo do LDL -colesterol total usando kits enzi-
méticosda Boehringer Manhein-Germany. A proteinafoi
guantificadapelo métododeL owry ecol 4.

O EDTA éremovido das L DL imediatamente apos a
ultracentrifugacdo mediantedidisecontratampéofosfatoapH
74, por 24h. A oxidacGodasL DL éredizadamedianteaincuba-
¢20de100pg deproteina/ml emtampdofosfatoalnM, pH 7,4,
empresencadesulfato decobre5uM a37°Cpor 24h .,

A peroxidagdo dasLDL consiste em colocar emum
tubodeensaio 100ug deproteina-L DL, completar aumvol u-
mede500pL , adicionar ImL deé&cidotiobarbitirico0,67%e
0,3mL deécidotricloroacético a50%. A pbsaquecimento, a
100°C por 30min, oteor de TBARSédeterminadoa532nm
de absorvancia. Usa-se como padréo o tetrametoxipropil-
TMP, como equivalente aconcentragdo de MDA ¢, com
resultadosexpressosem nmol/mg deproteina.

O colesterol foi obtido de Aldrich Chemical Co,
Gillingham, Dorset, UK. Noradrenalina-bitartarato, acetil -
colina-cloridato, nitroprussiato de sodio, 2-acido tiobarbi-
tarico, hidroxitolueno e indometacina obtidos de S gma-
Chemical Co, Poole, UK etodas as drogas da solugéo de
Krebs-Henseleit obtidasde BHD Lab Supplies, Poole, UK.

Os dados sé0 apresentados como média e desvio pa-
dr&o damédia. Osvalores do colesterol total no plasma,
LDL-colesterol, HDL -colesterol, VL DL, triglicérides, teor de
MDA nasL DL nativaseoxidadasenaparedearterial foram
comparadas por método estatistico, ndo paramétrico, de
Kruskal-Wallise Mann-Whitney ¥’. Ascurvas derelaxa
mento foram comparadaspor andlisedeco-variancia®®. Va-
loresmenoresque 0,05 foram considerados significantes.

Resultados

N&o se observou diferenca estatisticamente signifi-
canteemrelac8o aospesosdosanimais, quenofinal do ex-
perimento foramde2,98+0,16 parao grupo H €2,90+0,23
paraogrupo O-3.

Operfil lipidicoestaexpressonafigural. Observaram-
se aumento significante do colesterol total plasmatico
(21%), das VL DL (42%) e reducéo dos valores dostrigli-
cérides(31%) no grupo O-3 (p<0,05). Ndo ocorreramvaria-
¢cBessignificantesparaosval oresdo L DL -colesterol eHDL -
colesterol plasméticos. O teor deM DA aumentou deforma
significante nas LDL nativas (37%), nas LDL oxidadas
(11%) enaparedearteria (35%6) nogrupo O-3(p<0,05) (fig. 2).

A comparagéo das curvas de concentracgéo-efeito
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Fig. 1- Perfil lipidico do grupo hipercol esterolemiaegrupo démega-3 Osval oressdo
expressosem médiaedesvio padréo dameédia. H- hipercol esterolemia; O-3- mega-
3; CT- colesterol total; T- triglicérides; * p<0,05 emrelacdo ao controle.

mostrou comprometimento do rel axamento-dependentedo
endotélio parao grupo O-3 (p<0,05). O relaxamento maximo
foi <30%emrelacdoaogrupoH (fig. 3). N&o seobservaram
diferencassignificantesemrelagdo ascurvasde concentra-
¢ao-efeito napresencade nitroprussiato. Osanéisde aorta
sem endotélio mostraram relaxamento similar ao nitro-
prussiato, massem respostaaacetilcolina. A contragdoini-
cia promovidapelanorepinefrina(107’M) ndovariou signi-
ficativamentenosgruposH eO-3. Osval oresabsolutosdos
parametros estudados est&o expressos natabelal.

Cabe destacar que todos os animais do grupo O-3
apresentaram hemopericardio apdsapuncdo cardiaca.
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Fig. 2 - Concentragéo médiae desvio padréo de malondialdeido (MDA) nasLDL-
nativas, oxidadas(A) enaparedearteria (B). * p<0,05emrelagdo ao controle.
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Discussao

A possibilidade de que o consumo aumentado de &ci-
dos graxos polinsaturados dmega-3, EPA e DHA, possa
proteger contra o desenvolvimento da doencga cardiovas-
cular aterosclerdtica, decorreu das observagdesde Bang e
col **eDyerbergecol %, considerando abaixapreval éncia
de doencacardiovascular ateroscleréticaem esquimés da
Groenlandiaque utilizam alto teor dessas substéncias na
suaalimentacdo. Osmecani smospropostosincluem desde
modificacGesfavoravei snosniveisdelipidesplasméticos,
alteracBeshepéticasdo metabolismo do colesterol, atéredu-
¢ado da captacéo do colesterol pelo figado. Estudos que
avaliaram o efeito do EPA e DHA sobreo perfil lipidico, de
um modo geral, demonstraram reducéo das VLDL e da
trigliceridemia'%, Entretanto, o principal efeitodosécidos
graxosdmega- 3 sobreasdoengas coronariasestarianasua
acdo sobre aagregacdo plagquetéria, reducéo na producdo
de TXA2 e prolongamento do tempo de sangramento 4%,

Nossos resultados mostraram que 0s acidos graxos
Omega-3elevaramo colesterol plasmaticoeasVLDL, sem
influir significativamentenosniveisdasparticulasdeLDL -
colesterol eHDL -colesteral . Ostriglicéridesreduziram-sede
formasignificante. Osval oresrelativos a peroxidagéo das
LDL-nativas e oxidadas, assim como da parede arterial,
mostraram-se el evados de formasignificante nosanimais
tratadoscom écidosgraxosdmega:3. O rel axamento-depen-
dentedo endotéliofoi menor nogrupo O-3.

Ostrabal hosrelatados naliteraturaem animaisdeex-
perimentacdo apresentam resultados conflitantes, quando
sereferem ao efeito dosacidosgraxosémega-3 sobreo perfil
lipidico. Em coelhoshipercol esterolémicos, Achtani ecol %
verificaram que o grupo de animais tratados com &cidos
graxos 6mega-3 apresentou el evacdo significante das B-
VLDL eLDL-C, assmcomodosniveisdeperoxidosnoplas-
ma(TBARS). Verificaram também aumento do nimero de
célulasespumosasnaintimaarterial . Por estesresultadosos

Tabela | - Valores médios e desvio-padr&o do colesterol total
plasmético, L DL -colesterol, HDL -colesterol, triglicérides, MDA da
paredearterial, dasL DL nativas e oxidativasin vitro edo
relaxamento maximo dependente do endotélio obser vados nos
animais controle (H) e animais tratados com &cidos graxos

6mega-3 (0-3).
H 0-3

CcT 1423,89+212,52 1817,74+490,66*
LDL-C 979,40+£216,11 1055,01+340,36
HDL-C 49,37+3,87 53,35+17,25
VLDL 407,41+26,39 709,38+109,85*
TG 325,42+60,66 248,42+72,33*
MDA-A 9,56+0,73 14,89+0,43*
MDA-nLDL 3,63+0,30 5,79+1,60*
MDA-oxLDL 55,61+7,43 62,56+5,07*
T 1,75+0,20 1,65+0,16
R.Max 68,82+3,21 51,58+6,64*

* p<0,05 em relagdo ao controle
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Fig. 3- Curvasdo relaxamento-dependente do endotélio em respostaaacetilcolina
(ACh) ap6s contragdo com norepinefrina(NE). A abcissarefere-se aconcentragio
(log M) deacetil colinaeaordenadaao rel axamento expresso como percentual dacon-
tracdoaNE (107 M). H- hipercol esterolemia; O-3- 6mega-3; * p<0,05emrelacéo ao
controle.

acidosgraxosdmega-3induziriamaaterosclerose, agravan-
do aperoxidacgdo lipidica e elevando o colesterol plasma-
tico. Adelsteinecol #, em model o experimental semel hante,
verificarame evagdodasL DL -colesterol etambémdostrigli-
cérides nos animais tratados com &cidos graxos 6mega-3,
emborando constatassem diferencasignificantecomogru-
po controle em relagédo a concentragéo plasmética de
TBARS. Yanoecol %, deoutrolado, observaram em coelhos
hipercol esterol émicosreducdo do col esterol total nasLDL
elDL, nogrupotratado com 300mg/kg de EPA-E por quatro
semanas. Enquanto os primeiros autores ndo observaram
diferencano nimero deligacoes hepéticasparaB-VLDL,
estesultimosverificaramumsignificanteaumento doniime-
ro destes receptores paraL DL, aque atribuem o efeito
hipolipidémicodadroga.

Em humanos, osrelatosindicam queo principal efeito
dos &cidos graxos 6mega-3 é areducado dostriglicéridese
dasVLDL %®.ComoasVLDL sdoprecursorasdasLDL, are-
ducdo destalipoproteinatambém érel atada. Estasobserva-
cOes referem-se a pacientes com hipertrigliceridemia. Em
individuos com hipercolesterolemiae niveisnormais de
triglicérides, osefeitosdos acidos graxos dmega-3 sobre o
LDL eHDL-colesterol sdo inaparentes®. Estudo recente
verificouqueemindividuoscom hipertrigliceridemiaetam-
bémemindividuosnormais, asuplementago dimentar com
acidosgraxosdmega-3 causou umael evagdo paradoxa dos
niveisdaL DL apoproteinaB eumadiminui¢ao dosvalores
dostriglicérides®..

A influénciados acidos graxos 6mega-3 sobre afun-
¢éo endotelial é pouco relatadanaliteratura. Shimokavae
col *2 referem aumento do relaxamento-dependente do
endotélio em artérias coronarias de porco, sob dietaenri-
quecidacom &cidos graxos 6mega-3. E possivel que osre-
sultados aparentemente contraditorios, observadosem re-
lacdo ao perfil lipidico eafuncéo endotelial, dependam da
espécieanimal estudadaedasespecificidadesdo seu meta-
bolismo lipidico. A dose da substancia utilizada pode ser
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outrofator aexplicar asdiferencasde resultados. No nosso
trabal ho, utilizamosadose de 300mg/kg de peso, deacordo
com ostrabalhosde Yano e col 2 que empregaram modelo
experimental semelhante.

A acentuacdo daperoxidacdolipidicadasL DL faz sen-
tido 16gico, considerando o maior nimero de duplasliga-
¢desnas mol éculasdosécidos graxosdmega-3. Em conse-
guéncia, acentua-se aperoxidacéo daparede arterial e, por
este mecanismo, somado aelevacdo do colesterol plasma-
tico, compromete-se afuncéo endotelial. De acordo com
este raciocinio aadministragdo de acidos graxos dmega-3
deveinduzir aaterogéneseeagravar aaterosclerose. Entre-
tanto, deve-se considerar o especial efeito destas substan-
ciassobreaagregacdo plagquetéria, afibrindliseeaformacéo
dasprostaciclinas, que poderdcompensar osefeitosadver-
sossobreaaterogénese. Observacdesclinicasbem condu-
zidas mostram uma correl agdo inversaentre aingestdo de
0leo de peixe eamortalidade por doengacoronaria®®, re-
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sultadosque podem ser interpretados como decorrentesda
acdo antitrombdticadadroga. Cabeverificar alongoprazoo
gueocorre com aplacadeaterosclerose.

Entendemos que a administracdo de &cidos graxos
Omega-3, nadependénciadadose utilizadae do animal de
experimentacdo, aumentaaperoxidacdo dasL DL edapare-
dearterial, elevao colesterol plasméticoecomprometeafun-
¢do endotelial, favorecendo, assim, o desenvolvimento da
aterosclerose. Suaindicacdo ficariareservadacomo agente
antiplaguetario e antitrombatico e no tratamento das hiper-
trigliceridemias, devendo concorrer com substéncias de
acdo terapéuticasimilar, como osfibratoseaaspirina, que
ndo apresentam efeito colateral sobreaperoxidagaolipidica
eafuncdoendotelial.
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