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INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1. Oxidacdo de Lipoproteinas e Formacgio de Oxido Nitrico na

Aterosclerose

A aterosclerose, que a principio, representa uma resposta
protetora a estimulos lesivos, é considerada uma doenca multifatorial,
cujos mecanismos bioquimicos ainda nio sd3o totalmente
compreendidos (Ross, 1993). Histologicamente, lesdes ateroscleréticas
sdo caracterizadas pela proliferacio de células da intima da parede
arterial, acumulo de lipideos e deposicdo de componentes da matriz
extracelular. Placas ateroscleréticas completamente desenvolvidas
contém numerosos macréfagos e células musculares lisas carregados
de lipideos (foam cells ou células espumosas) e cristais de colesterol
no espago extracelular. (Wick et al.,, 1995)

As modifica¢des oxidativas das lipoproteinas e, particularmente
da LDL, sdo consideradas essenciais a patogénese da aterosclerose
(Nilsson, 1992; Westhuyzen, 1997). Espécies oxidantes liberadas por
células endoteliais, musculares lisas, mondécitos, neutrofilos,
macréfagos e plaquetas podem modificar oxidativamente as
lipoproteinas (Silva et al, 1995). No espaco subendotelial, LDL
oxidada pode agir como um agente quimiotatico para mondcitos que
aderem ao endotélio, migram para o espago subendotelial e se
diferenciam em macrofagos (Wick et al, 1995). A LDL oxidada é
captada por macréfagos e células musculares lisas que possuem os
receptores scavenger, os quais nao sofrem regulagao por feedback
negativo, permitindo a internalizagigo de um grande nimero de

particulas de LDL modificada, o que transforma estas células em foam



cells. De acordo com Fries et al. (1995), a LDL oxidada induz uma
maior liberacdo de 6xido nitrico em culturas de células endoteliais de
aorta, em relacao a LDL nativa.

O oxido nitrico ('NO) é um radical livre com caracteristicas
especiais. O °‘NO ¢é sintetizado por uma familia de enzimas
denominadas 6xido nitrico sintases (NOS) que catalisam a oxidagao de
um nitrogénio guanidinico da L-arginina para formar éxido nitrico e
citrulina (Moncada, 1991). Ha trés isotipos de NOS. O *NO sintetizado
pela NOS neuronal constitutiva (NOSn), que existe principalmente no
sistema nervoso central, age como um neurotransmissor. O *NO
sintetizado pela NOS endotelial constitutiva (NOSe), em células
endoteliais, é reconhecido como fator de relaxamento vascular
dependente do endotélio (EDRF) e regula o tonus vascular e o fluxo
sanguineo. A NOS indutivel (NOSi) é amplamente distribuida em
muitos tipos de células incluindo macréfagos, células musculares lisas,
midcitos cardiacos, hepatdcitos e megacaridcitos e é ativada quando
estas células sdo estimuladas por varias citocinas (Shimizu et al,
1997). O o6xido nitrico é sintetizado em baixas concentracdes e por
curtos periodos de tempo pela enzima 6xido nitrico sintase endotelial
constitutiva, promovendo uma vasodilatacdo continua no sistema
cardiovascular. A NOSe requer cilcio e calmodulina como cofatores
(Forstermann et al., 1991). Apds sua liberagao, o oxido nitrico
interage com o grupo heme da guanilato ciclase, levando a producao
de GMP ciclico que é responsdvel pela vasodilatacao (Vallance e
Moncada, 1993) e estd relacionado a inibicdio da agregacao
plaquetdria, aos sinais de neurotransmissio e a regulacio imune
(Stamler et al, 1992). Situagoes de estresse induzidas pela presenca

de bactérias, virus ou outros agentes agressores ao organismo,



associadas a liberagdo de endotoxinas ou citocinas, tais como
interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF) e interferon y
estimulam a sintese de 6xido nitrico pela enzima é6xido nitrico sintase
indutivel, em grandes quantidades e por longos periodos de tempo. O
Oxido nitrico liberado pela enzima indutivel também estimula a
guanilato ciclase, mas tem efeitos tdxicos adicionais que sao
independentes do GMP ciclico. Este mecanismo esta relacionado a
diversos processos fisiopatoldgicos, tais como o choque séptico
(vallance e Moncada, 1993) e a aterosclerose (Pomerantz et al.,
1993). O 6xido nitrico produzido por esta enzima protege o
hospedeiro contra o agente agressor através da sua agdo citotdxica e
citostatica, que envolve inibi¢do da respiragdo mitocondrial, lesio do
DNA, reagdo com espécies reativas de oxigénio (Vallance e Moncada,
1993), nitracdo e nitrosilagio de proteinas, inibicio de enzimas
envolvidas no metabolismo oxidativo, ligacdo com grupos FeS em
proteinas e ribosilagio de ADP (Moncada et al, 1991; Nathan, 1992).
NOSi é expressa em artérias corondrias aterosclerédticas de humanos
(Buttery et al, 1996).

Apesar de diversos estudos in vitro e in vivo terem demonstrado
a relagdo entre as lipoproteinas oxidadas e o aumento da sintese de
oxido nitrico, a ligagdo entre o 6xido nitrico e a aterosclerose é ainda
alvo de muita controvérsia. Muitas condigbes patolégicas, incluindo
isquemia/reperfusao, inflamagao e a deficiéncia de
tetrahidrobiopterina, um cofator para a sintese de *NO, podem
induzir a produgdo simultinea de radical superéxido (O,) e "NO em
diversos tecidos (Lancaster, 1996). Ha evidéncias de que o oéxido
nitrico seja produzido em maior quantidade nas artérias

ateroscleréticas, mas nao promoveria uma vasodilatacdo adequada,















1.2. Expresséo de Proteinas de Choque Térmico (HSP) e Formacio de

Auto-anticorpos Anti-HSPs na Aterosclerose

Além dos diversos estudos demonstrando a agdo do éxido
nitrico sobre o relaxamento vascular dependente do endotélio e a
formacido de produtos altamente reativos, derivados da sua reacio
com o radical superéxido, estudos in vitro mostram que a sintese
elevada deste radical livre estd diretamente associada a expressio de
proteinas de choque térmico (Heat Shock Protein - HSP) nos diversos
tipos celulares (células endoteliais, musculares lisas e
mondcitos/macréfagos) presentes em  lesdes  ateroscleréticas
(Hirvonen et al.,, 1996; Xu, et al, 1997; Malyshev et al., 1996).

Proteinas de estresse ou de choque térmico formam uma familia
de cerca de 20 proteinas que apresentam uma elevada homologia
entre as espécies (desde as bactérias até os humanos). Em situagoes de
estresse como as infecgdes, a febre, a geracdo aumentada de espécies
reativas de oxigénio ou estresse mecanico, ocorre um aumento da
expressao destas proteinas, cuja principal fungao é proteger as células
contra as agressdes do meio ambiente. As HSPs sdo divididas em sub-
familias baseadas no peso molecular (90, 70, 60 kDa e outras
pequenas familias), das quais HSP70 é uma das mais extensivamente
estudadas em células de mamiferos. Estas proteinas sdao altamente
conservadas através da evolugdao e desempenham papéis essenciais
como “chaperonas” moleculares sob condi¢des normais e de estresse,
por facilitarem o dobramento de proteinas nascentes, ressolubilizando
proteinas agregadas e participando no redobramento de proteinas

desnaturadas (Laszlo et al, 1988; Langer et al, 1991). HSPs
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desempenham um importante papel nas rea¢des imunes, em condicdes
normais e patoldgicas, através do envolvimento no processamento e
apresenta¢do de antigenos e no enovelamento das imunoglobulinas,
além de poder participar na patogénese de processos auto-imunes via
reatividade cruzada (Young e Elliott, 1989; Kaufmann, 1990). Em
condi¢bes de estresse, as HSPs movem-se do citoplasma para o nucleo.
Seu efeito protetor contra lesio oxidativa pode resultar de uma
protecdo contra lesio do DNA induzida por oxidantes (Hirvonen,
1996).

A familia 70 kDa esta presente no nucleo e no citosol das células.
E composta por membros constitutivos (HSC70 - constitutiva ou
cognata) e indutiveis (HSP70). Além da sua expressdo constitutiva, a
HSC70 é também moderadamente induzida pelo estresse (Walton et
al., 1994). A expressao de HSP70 parece ser constitutiva em alguns
tipos de células, entretanto, um aumento da expressio desta proteina
é observado nestas células em condi¢des de estresse (Bellmann et al.,
1996).

Ha evidéncias de que o aumento da produgao de "NO estimule o
aumento da expressdao de HSP70 e HSC70 em varios tipos celulares.
Em células musculares lisas, o *NO induz a expressao de HSP70 (Xu et
al, 1997). A ativagao de macréfagos com LPS e INF~y nao resultou na
expressdo da forma indutivel HSP70, mas em um aumento de duas
vezes na expressio de HSC70 (Hirvonen, 1996). Alguns estudos
mostram que um aumento da sintese das HSPs leva a uma inibigao da
expressao de iNOS (Hauser et al., 1996; Scarim et al, 1998; Wong et
al, 1995). A indugao da HSP70 por arsenito de sédio inibe a expressio
do gene iNOS, mediada pela interleucina-1, em cultura de células

musculares lisas (Wong et al., 1995). Células endoteliais expostas ao
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estresse térmico, em altas temperaturas, ou a citocinas como TNF-¢,
ou IL-1, expressam HSP60 na superficie celular e no citoplasma. O
"shear stress” induz a expressdo de HSP60 em células endoteliais in
vitro e in vivo (Hochleitner et al., 2000). HSP60, HSP70 e HSC70
estdo presentes em lesdes ateroscleréticas humanas (Kol et al., 2000;
Johnson et al., 1995). A expressio das HSPs estd aumentada em
células endoteliais e em macréfagos presentes nas lesdes (Xu et al.,
1993-b).

O aumento da expressdo dessas proteinas por diversas células
pode fazer com que sejam consideradas estranhas ou “altered self”
pelo sistema imune, sendo, portanto, capazes de induzir uma reagio
auto-imune (Xu et al, 1993-a). A imunizacdo de coelhos com HSP65
levou a formacdo de lesdes ateroscleréticas “per se”, que foram
agravadas pela presenca de hipercolesterolemia (Xu et al, 1992,
1996, Afek et al, 2000). Estes autores postularam que a
aterosclerose pode representar, a principio, uma doenca auto-imune,
que se agrava pela presenca de fatores de risco, tais como as
hiperlipidemias, o tabagismo e a hipertensio, ou seja, fatores
associados a uma situagao de estresse e, portanto, capazes de induzir
a expressao das proteinas de choque térmico, conforme verificado por
Prummel et al. (1997) e Wick et al. (1995). Neste contexto, fatores
que possam modificar a expressdo destas proteinas possivelmente
seriam capazes de alterar o desenvolvimento da aterosclerose. Apesar
destes estudos, Hoppichiler et al. (1996) nao encontraram relacao
entre a expressao das proteinas de choque térmico e estes fatores de
risco associados a aterosclerose.

Anticorpos anti-HSPs estdo presentes na circulagio de humanos

saudaveis, mas ausentes em animais livres de patologias especificas,
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sugerindo que a induc¢do de anticorpos anti-HSP depende largamente
da exposicao a infegoes (Xu et al,, 1993-a). Anticorpos contra HSP60,
HSP70 e HSC70 estao aumentados no soro de pacientes com doencas
cardiovasculares, comparados com os de controles saudaveis (Portig
et al, 1997). Titulos aumentados de anticorpos anti-HSP65 sio
associados com lesdes ateroscleréticas (Xu et al, 1999). O possivel
papel de anticorpos circulantes anti-HSP65 na aterogénese pode
envolver uma reacdo auto-imune contra células endoteliais que
expressam altos niveis de HSPs devido ao estresse, tais como infeccoes
locais e estresse hemodinamico.

Macréfagos presentes nas lesdes ateroscleréticas reagem
positivamente com anticorpos anti-HSP65, o que pode resultar na lise
da célula, mediada por complemento, o que pode contribuir para a
progressao da doenca e formagdo do centro necrético em lesoes
avan¢adas (Xu et al, 1994; Schett et al, 1997). Fisiologicamente, a
HSP60 pode manter certos polipeptideos em seu estado nao-
enovelado, facilitando sua translocagio através da membrana. Nesse
processo, uma porgdao da molécula da HSP60 poderia se estender da
membrana plasmatica celular para a superficie (Kiessling et al, 1991),
permitindo que reajam com anticorpos séricos.

Embora a expressio das proteinas de choque térmico seja
estimulada pela presenga de oxido nitrico, conforme tem sido
verificado em estudos in vitro (Malyshev et al., 1996; Bellmann et al,
1996; Hirvonen et al, 1996, Xu et al, 1997), ainda nio foi
estabelecido se a modificagdo da produgao de oxido nitrico in vivo
pode alterar a expressio das proteinas de choque térmico (Malyshev
et al, 1996) e qual a relevincia deste evento sobre a progressiao da

aterosclerose.
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1.3. Nutricdo e Modulagao da Aterogénese

As modificacdes das lipoproteinas constituem um passo critico
para o desenvolvimento da aterosclerose. Neste contexto, o contetido
de lipideos e antioxidantes associados a estas particulas representam
um fator determinante para a sua susceptibilidade a oxidagio.

Estudos desenvolvidos em animais e humanos tém verificado
uma relacdo indireta entre as concentracdes de antioxidantes e as
modificacdes oxidativas das lipoproteinas. Estes estudos envolvem
substédncias ndo enzimdticas lipossoluveis (B-caroteno e a-tocoferol) e
hidrossoluveis (urato, ascorbato, flavondides, albumina, transferrina,
bilirrubina) que podem ou nao estar diretamente associadas as
lipoproteinas, mas que atuam de modo indireto protegendo estas
particulas das modifica¢des oxidativas. Alguns minerais, como o cobre,
zinco, manganés e selénio, também sao considerados essenciais ao
sistema de defesa antioxidante enzimatico (CuZn e Mn-superoxido
dismutase, Se-glutationa peroxidase). Portanto, um nivel adequado de
antioxidantes, em animais e/ou humanos, promove uma prote¢ao ao
organismo, em especial, contribuindo para tornar as lipoproteinas
menos susceptiveis a modificagdes oxidativas. Recentemente, alguns
estudos tém investigado o potencial antioxidante de substancias
conhecidas como nutracéuticos, tais como, saponinas e flavondides,
dentre os quais, as isoflavonas. As isoflavonas e, particularmente, a
genisteina véem demonstrando ter um elevado potencial antioxidante
em estudos in vitro e in vivo (Ruiz-Larrea et. al,, 1997; Tikkanen et
al., 1998).

Desde os estudos pioneiros de Ignatowski (1908), sabe-se que

fatores nutricionais podem modificar o perfil lipidico plasmatico e
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celular. Em 1913, Anitschkow e Chalatow verificaram que o colesterol
€ um destes nutrientes e, portanto, este passou a ser o principal alvo
das investigacdes relacionadas com a aterosclerose. Nos ultimos
cinquenta anos, tem sido demonstrado que nutrientes de origem nio
lipidica também tém influéncia potencial no processo aterosclerético.
Dentre esses, temos as fibras, os carboidratos, as proteinas (Hamilton
& Carrol, 1976), as vitaminas (Wilson, 1978) e os minerais (Linder,
1991).

Em relacdo as proteinas, ndo sé a origem (vegetal ou animal),
mas também o tipo de proteina sio determinantes no seu papel pré
ou anti-aterogénico. De acordo com Hamilton & Carrol (1976), a
caseina é aterogénica mesmo na auséncia de suplementagio da dieta
com colesterol. Dietas com misturas de aminoacidos correspondentes
aos da caseina produzem uma elevacio do colesterol plasmatico
similar aquela obtida com a caseina pura. Estes resultados sugerem
que o efeito hipercolesterolémico da caseina esta relacionado a sua
composi¢dao de aminodcidos (Huff et al, 1977). Aminoacidos essenciais
ou, mais precisamente, uma elevada propor¢ao Lisina/Arginina
parecem estar relacionados a agao aterogénica da caseina (Kurowska e
Carrol, 1994; Kritchevsky e Czarnecki, 2000) .

Em coelhos, uma dieta aterogénica com alto conteido de
colesterol induz um aumento acentuado do colesterol plasmatico,
decorrente do acuimulo de B-VLDL (remanescentes de quilomicrons e
VLDL). A dieta aterogénica baseada na administracdo de caseina nao
induz um aumento grosseiro na fragao B-VLDL, mas sim, uma
hipercolesterolemia decorrente, principalmente, do aumento da LDL,
similar ao que tem sido visto em humanos com hipercolesterolemia,

tornando esse modelo experimental preferivel.
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O mecanismo envolvido na aterogenicidade da caseina envolve a
diminuicdo do catabolismo hepdtico do colesterol, da remocio
hepatica da LDL e o aumento da produgido de LDL (figura 2; revisto
por Pfeuffer, 1989 e Beynen et al., 1986). A caseina, comparada com
a proteina da soja, aumenta a absor¢ao de colesterol e acidos biliares
no intestino (Nagata et al, 1982 e Huff & Carrol, 1980). Esse
aumento do fluxo de colesterol e icidos biliares para o figado reduz a
excre¢do fecal de esteréides, a conversiao de colesterol a acidos biliares
(Huff & Carrol, 1980), devido a inibicdo da 7a-hidroxilase (Vanhouny
et al., 1985), que é a enzima limitante da velocidade de biossintese
dos acidos biliares, além de aumentar a concentracio de colesterol no
figado (Huff & Carrol, 1980). Esse aumento de colesterol hepatico
tem duas implica¢des importantes: 1) promove uma inibi¢ao da HMG-
CoA redutase, por um mecanismo de “feedback” negativo, inibindo a
sintese de novo do colesterol (Kurowska et al., 1996) e 2) induz uma
hiporregulacio do receptor B/E no figado, diminuindo a
internalizagcao e o subsequente catabolismo da LDL (Scarabottolo et
al, 1986). O aumento de colesterol nos hepatdcitos resulta também
em uma excre¢do aumentada de colesterol associada as lipoproteinas
contendo apoproteina B. A caseina nao afeta a producio de
apoproteina B da VLDL (Cohn et al,, 1985), porém tem sido detectada
uma secrecio aumentada de B-VLDL, uma captagdo hepatica mais
lenta dos remanescentes da VLDL (devido a hiporregulacio dos
receptores BfE) e uma conversio aumentada de VLDL a IDL e LDL

(Daley et al, 1994-a).
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O mecanismo da agdo hipercolesterolémica da caseina também
pode envolver uma resposta hormonal a aminoacidos especificos
(Nagata et al, 1982). De acordo com Pfeuffer (1989), o padrio
metabdlico causado pela caseina se assemelha ao do hipotireoidismo.
Animais alimentados com caseina apresentam niveis elevados de
insulina no sangue, relacionados a uma inibigio da resposta tecidual a
insulina (Vanhouny et al., 1985). A suplementacio dessa dieta com L-
arginina resultou em reducio dos lipideos plasmaticos, reducgido dos
niveis de insulina e elevagdo da atividade hepatica da 7o-hidroxilase. A
L-arginina aumenta a resposta tecidual a insulina e sabe-se que a
insulina estimula a atividade da HMG-CoA redutase, podendo reverter
a inibicdo dos receptores hepdticos da LDL e, possivelmente, a
hiperlipidemia induzida pela caseina (Giugliano et al, 1997). A
hiporregulagido dos receptores hepiticos da LDL pode contribuir para
uma elevagao da LDL induzida pelos aminoacidos essenciais (Kurowsca
& Carrol, 1992 e 1994). Em coelhos, parte da LDL é sintetizada por
uma via independente da VLDL (Ghiselli, 1982; La Ville, 1984) e
existem algumas evidéncias de que a caseina estimule a sintese de
novo de LDL por essa via (Kurowska & Carrol, 1992). Dietas ricas em
lisina e metionina (como ocorre na dieta com caseina) provocam um
aumento da incorporagdo de lisina a apoproteina da LDL, sugerindo
que um aumento da producgdo de apo B contribui para a resposta
hipercolesterolémica induzida pela caseina (Kurowska e Carroll, 1996)
juntamente com a reduzida eficiéncia de remocao da LDL.

Em contraste, a proteina da soja e seus derivados tém
apresentado ac¢do hipocolesterolémica e anti-aterogénica, tanto em
animais (Chait et al, 1993) quanto em humanos (Anderson et al.,

1995). Anderson et al. (1995) verificaram uma redugio de 13 % do
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al, 1986), ao aumento da atividade do receptor da LDL (Potter,
1996), a menor oxidagdo de lipoproteinas (Kerry e Abbey, 1998), 2
reducdo dos niveis circulantes de insulina (Fajans et al, 1968) e ao
aumento da sensibilidade tecidual a insulina (Anderson, 1982). Estes
estudos utilizaram a soja sob diferentes formas e todos verificaram
que ¢é eficiente na redugdo da hipercolesterolemia efou no
desenvolvimento da aterosclerose. Apesar destes resultados, até o
momento ainda ndo se sabe especificamente qual(is) o(s)
componente(s) da soja estdo efetivamente envolvidos nos mecanismos
de protecédo descritos acima. Estudos recentes tém demonstrado que a
proteina isolada da soja, as fibras, as saponinas (Rao e Sung, 1995), o
acido fitico (Sharma, 1980), os inibidores de tripsina (Anderson e
Woulf, 1995) e as isoflavonas (Fuhrman et al, 1997) exercem, de
forma dose-dependente, algum tipo de agdo protetora contra as
hiperlipidemias e o desenvolvimento da aterosclerose. A proteina e as
saponinas da soja podem ser responsdveis pelo seus efeitos intestinais,
enquanto as isoflavonas podem estar envolvidas na regulacio da
atividade do receptor da LDL (Potter et al, 1998). Em adi¢do, um
aumento na secrecdo de icidos biliares pode diminuir as reservas de
colesterol hepitico e aumentar a atividade do receptor hepdtico da

LDL. Ver figura 4.
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1.4 Isoflavonas e Aterosclerose

As isoflavonas genisteina, daidzeina e gliciteina, assim como suas
formas glicosiladas, acetiladas e complexadas aos residuos malonil
(genistina, daidzina e glicitina), formonetina e biocianina A sio
consideradas substancias potencialmente antioxidantes (Ruiz-Larrea
et al, 1997), com agdo estrogénica (Murphy, 1982; Santell et al,
1997), inibidoras de crescimento tumoral (Wei et al, 1993), da
agregacdo plaquetaria (Furman et al, 1994) e da secrecao de
serotonina (Nakashima et al.,, 1991). Portanto, o consumo da soja e
seus derivados, além de contribuir para o fornecimento de fibras e
proteinas, associadas a redug¢do da hipercolesterolemia e ao
desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas, apresenta um pool de
isoflavonas capaz de potencializar o efeito isolado destes nutrientes.

As isoflavonas sdo amplamente encontradas em vegetais, tais
como frutas e grdos, sendo a soja uma das principais fontes
alimentares, pois apresenta estes compostos em concentragdes
elevadas. Fukutake et al. (1996) compararam o consumo de soja e
seus derivados nas popula¢bes japonesa e americana e o
correlacionaram a incidéncia de algumas patologias. Esses autores
verificaram que a incidéncia de doengas cardiovasculares, cincer de
préstata, de mama e de célon, assim como osteoporose, apresenta
relagio negativa com o consumo de isoflavonas na populagdo
japonesa.

Anthony et al. (1997), visando comprovar a agao das
isoflavonas no desenvolvimento da aterosclerose, alimentou macacas
com dieta rica em proteina isolada da soja contendo ou nio

isoflavonas. Os resultados obtidos demonstraram que a presenca das
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isoflavonas promoveu uma acdo preventiva estatisticamente superior
aquela detectada no grupo que nio consumiu isoflavonas. Este efeito
pode ser mediado pelo aumento da atividade do receptor da LDL (Kirk
et al., 1998). Concentragoes aumentadas de isoflavonas em sistemas
in vitro, em particular genisteina, inibe a adesividade celular, altera a
atividade de fatores de crescimento, e inibe a migracao e proliferagio
de células musculares lisas envolvidas na formacio da lesdo
aterosclerética (Mikela et al., 1999; Raines e Ross, 1995). Dentre as
isoflavonas, a genisteina vem demonstrando ter o maior potencial
antioxidante, quando comparada as outras, sendo aproximadamente 3

vezes maior que o Trolox ou vitamina C (Ruiz-Larrea, 1997).
Genistina Genisteina Biocianina A
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Figura 5 - Estrutura quimica de algumas isoflavonas
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O potencial biolégico das isoflavonas varia com a estrutura
quimica. As alterag¢des da estrutura 5,7-dihidroxi no anel A do grupo
monofendlico afetam dramaticamente a atividade antioxidante da
genisteina, sendo que a sequéncia de eficicia antioxidante é a
seguinte: genisteina > genistina > biocianina A > daidzeina (Ruiz-
Larrea et al, 1997). Tikkanen et al. (1998) estudaram o efeito da
ingestdo de proteina isolada da soja contendo 60 mg de isoflavonas
por dia na oxidacio da LDL em um grupo de seis voluntarios
sauddveis. Apés duas semanas de consumo da soja verificou-se um
aumento de 20 min na lag phase da oxidagio da LDL. Um outro
estudo também verificou um aumento de 9,9 % no lag time de
oxidacdo da LDL humana apés suplementagio com proteina da soja
contendo 60-70 mg de isoflavonas (Scheiber et al.,, 2000). Um outro
estudo comparou a lag phase da oxidacao da LDL isolada de pessoas
que consumiram tofu e carne e também verificaram uma aumento da
lag phase para os que consumiram tofu, além de significante
diminuicdo de colesterol e triglicerideos totais (Ashton et al, 2000).
Estes estudos mostram que um dos mecanismos pelos quais as
isoflavonas exercem seus efeitos antiaterogénicos é através de sua
capacidade antioxidante.

As isoflavonas sio também chamadas fitoestrégenos por
possuirem leve efeito estrogénico (Duncan et al., 1999; Antony et al.,
1996). Isoflavonas que possuem um grupo #’-hidroxil (genisteina e
daidzeina) sao mais potentes agentes uterotrdépicos que seus 4-metil
ésteres (biocianina A e formonetina, respectivamente) (Bickoff et al,
1962) (Figura 5). A proteina isolada da soja, contendo isoflavonas,
tem demostrado um efeito na diminuicdo da pressio diastdlica

sanguinea em mulheres. Em um estudo que utilizou 51 mulheres na
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1998). Isoflavonas da soja aumentam a resposta dilatadora 2
acetilcolina em artérias ateroscleréticas de macacas (Honoré et al.,
1997).

As isoflavonas podem retardar o desenvolvimento da formacio
da placa aterosclerética por inibir a adesio celular e alterar a
atividade de fatores de crescimento, tais como fator de crescimento
derivado de plaquetas e citocinas que influenciam a formacio da
lesdo. Estes efeitos sdo mediados pela inibi¢do da proteina tirosina
quinase (Raines et al,, 1995). Estudos in vitro tém demonstrado que a
inibicdo das vias de transducdo de sinal, associadas as proteinas
tirosina quinases, inibe a expressdao da enzima 6xido nitrico sintase e,
consequentemente, a sintese de 6xido nitrico (Redegeld et al., 1997).
Genisteina é um potente inibidor da proteina tirosina quinase
(Sargeant et al, 1993), bloqueando a produgio de 6xido nitrico em
cultura de células (Orlicek et al, 1996), inibindo a indugido de iINOS
por lipopolissacarideos (LPS) (Ruetten & Thiemermann, 1997;
Ruetten et al., 1999) e a expressao de proteinas de choque térmico
(Buckley et al, 1993; Zhou e lLee, 1998). A genisteina inibe o efeito
estimulador da LDL oxidada sobre a fosforilagao de tirosina em células
endoteliais aodrticas de coelhos (Fries et al, 1995) e a fosforilagao de
algumas proteinas (Kapiotis et al, 1997). A genisteina, mas nao a
daidzeina, preveniu a faléncia circulatoria, a disfun¢io multipla de
6rgaos causada por endotoxina em ratos e a indugdo de iNOS e
cicloxigenase-2 (Ruetten & Thiermann, 1997). A biocianina A também
parece inibir a NOS e a producdo de 6xido nitrico (Hsu et al., 2000).
Portanto, é possivel que a administragdo de isoflavonas, in vivo, possa

modular a sintese de dxido nitrico.
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Considerando que: 1) a produgio elevada de 6xido nitrico
estimula a expressdo das proteinas de choque térmico, 2) no estagio
inicial da aterosclerose hd uma reacdo auto-imune contra estas
proteinas e que 3) a expressao destas proteinas pode ser modificada
pela presenca de genisteina, através da inibi¢do da sintese de 6xido
nitrico, poder-se-ia considerar que esta isoflavona poderia atuar em
diversas vias de transdugdo de sinal, modulando a produgio de 6xido
nitrico, das proteinas de choque térmico e a resposta auto-imune
associada a estas proteinas, o que influenciaria o desenvolvimento da
aterosclerose.

Atualmente, os estudos in vitro, envolvendo a acgio das
isoflavonas sobre diferentes processos patolégicos, utilizam
substéncias purificadas obtidas através de técnicas de elevado custo.
Portanto, o desenvolvimento de estudos in vivo baseados nestas
substancias torna-se economicamente invidvel e impossivel de ser
extrapolado a populagdo. Baseando-se nestas informagdes, nos
propusemos utilizar um sub-produto da soja, obtido durante a
purificagio da proteina isolada da soja e, atualmente, sem valor
comercial, como fonte das isoflavonas. Este produto, denominado
molassa apresenta aproximadamente 34,6% de carboidratos, 3,2% de
proteina, 3,1% de gordura, 4,2% de minerais e aproximadamente 2
g/L de isoflavonas e representa uma das maiores fontes de isoflavonas
derivadas da soja. A utilizagdo deste produto nao sé apresenta
vantagens econdmicas, mas representa uma nova perspectiva para a
industria alimenticia e/ou farmacéutica, caso os resultados obtidos
demonstrem, a principio em animais e posteriormente em humanos,
os beneficios do consumo das isoflavonas na prevengdo e/ou no

tratamento da aterosclerose.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho ¢é investigar a influéncia das
isoflavonas da soja na hipercolesterolemia, na produgio de éxido
nitrico, na sintese das proteinas de choque térmico, na formaciao de
auto-anticorpos anti-proteinas de choque térmico e na formacgio de
lesdes ateroscleréticas em coelhos alimentados com uma dieta

aterogénica contendo caseina.
2.1.0bjetivos Especificos

Visando atingir o objetivo principal, os seguintes objetivos

especificos sdo propostos:

1.Padronizar um método de extracio e purificagio de

isoflavonas da molassa da soja.

2.Determinar a atividade antioxidante do extrato de

isoflavonas.

3.Determinar as concentracdes de isoflavonas no plasma e na

urina dos animais.

J. Determinar as concentragdes de colesterol, triacilgliceréis e
proteinas totais no plasma e nas fra¢des lipoprotéicas (VLDL,

LDL e HDL) obtidas dos animais.






MATERIAL E METODOS









Tabela 1 - Composicdo Nutricional da Dieta Aterogénica

Mistura Salinica

Produto

Cloreto de cobalto.6 H20
Sulfato de cobre. 5 H20
Sulfato de manganés. H,0
Cloreto de zinco

Citrato férrico (16-17%)
Cloreto de sodio

Carbonato de calcio

Fosfato de céalcio monobasico
Sulfato de magnésio

Iodeto de potassio

Fosfato de potassio dibasico

Mistura vitaminica

Produto

Acetato de retinil
cianocobalamina

Acetato de a-tocoferol
Vitamina K3 (menadiona)
Hidrocloreto de piridoxina
Hidrocloreto de tiamina
Pantotenato de calcio
Biotina

Acido félico

Acido Nicotinico

Cloreto de colina

Inositol

Riboflavina

Composicio final da dieta

CASRINAuirriererieceeersnessessunssesaasassasssanasasansasansansas 270%

mistura vitaminica
dextrose
6leo de Milho.....eeeeececerieeseeneenene

CeULOSE...c e seaaen et esneee

g/Kg/mist.
0,05
30
5,1
0,025
27,5
167
300
75
102
0,8
322

mg/Kg de dieta
6,88
0,02
55
30
7,5
7,5
88,5
0,3
0,75
75
1500
150
15

31
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3.4. Extracgido de Isoflavonas

3.4.1. Molassa

Protocolo de Extragao de Isoflavonas da Molassa em Escala

| HC]—A.cclonitrila

\

1,0 m] de amostra

{

1,0 m]l de HCL 0,1 N
5 ml de Acetonitrila

Agitagdo a temperatura
ambiente por 2 H

-

Agitar em vortex por 1’

Centnfugagio
(3000 rpm por 10*)

Coletar a fase polar

v

Evapora sob cormrente
de nitrogénio a temperatura
ambiente

Ressuspender com 1,0 ml
de etanol 90%ou fase movel

Laboratorial

| Etanol 90% I

1,0 ml de amostra
em etanol 90% (1:20)

[ Metanot 80% |

1,0 ml de amostra
em metanol 80% (1:10)

Agitagiio a temperatura
ambiente por 2 H

l

Centrifugacéo
(3000 rpm por 10°)

Agitagdo a temperatura
por2Ha60C

Coletar o sobrenadante

v

Extrag#o de lipideos
Hexano (1:4)

»  Nio

l

Evapora sob corrente
de nitrogénio a temperatura
ambiente

A

Ressuspender com 1,0 ml
de etanol 90%ou fase movel
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3.4.3. Plasma e Urina

Protocolo de Extragio de Isoflavonas do Plasma e da Urina

2 ml de plasma 1 ml de urina
4 mL de acetato de aménio 0,2 M pH 4,6 2 mL de acetato de aménio 0,2 M pH 4,6
100 uL de glicuronidase-sulfatase 50 uL de glicuronidase-sulfatase

4,194unidades/mL (Sigma) 4,194unidades/mL (Sigma)

37°C l overnight

Cartucho C18 (6 mL) Varian - Bond Elut

|

Lavar com agua gelada (5 mL)

l

Eluicdo (Etanol 90%) min: 1,2 mL (1,5 mL)

Secar em corrente de nitrogénio

l

Ressuspender em 250 pL de etanol 90%

Filtrar (0,220m)

l

Injetar 50 uL no HPLC
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3.5. Determinagio de Isoflavonas
Condicoes Cromatogrificas:

Todas as andlise de isoflavonas foram realizadas por HPLC
(cromatografia liquida de alta eficiéncia), utilizando-se uma coluna de
fase reversa Hypersil ODS 5um (250 x 4,6 mm) Supelco. Fluxo: 0,8
mL/min. Gradiente Linear: A, icido acético em agua (10:90, vol); B,
metanol-acetonitrila-diclorometano (10:5:1, vol); B em A (em vol) a
5% por 5 min, de 5% a 45% em 5 min, de 45% a 70% em 6 min e de
70% a 5% em 3 min (Franke et al, 1998). A absorcido das isoflavonas
foi monitorada em 262 nm e do equol em 280 nm.,

Padrdes externos de genisteina, genistina, daidzeina, daidzina,
formonetina, biocianina A, prunetina e equol foram adquiridos da
Endofine Chemical Co., USA. A partir dos padrdes externos foram
feitas curvas de calibragdo, utilizadas para a quantificacio das
diferentes isoflavonas presentes na molassa, no plasma, na urina e na

racgao.
3.6. Purificacdo de Lipoproteinas

Nos periodos basal, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 meses foram coletadas
amostras de sangue dos animais, apés um jejum prévio de 12-15
horas. O sangue foi coletado em tubos contendo EDTA (1mg/ml),
como anticoagulante e antioxidante, mantido em gelo e protegido da
luz até a obtengio do plasma. Ao plasma foram acrescentados os
seguintes inibidores de proteases: aprotinina (2pg/ml), benzamidina

(2mM) e PMSF (1mM), além do antioxidante BHT (20mM). A partir do
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plasma, a lipoproteina de muito baixa densidade - VLDL (1,006 < d <
1,019), a lipoproteina de baixa densidade - LDL (1,020 < d < 1,063) e
a lipoprotefna de alta densidade - HDL (1,065 < d < 1,210) foram
isoladas por ultracentrifugacao seqiiencial (38.000 rpm, 24 horas, a
4°C). As lipoproteinas isoladas foram dialisadas contra 6 litros de
tampao (150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 10 mM de Tris) pH 7.4,
durante 12 horas, a 4°C, e armazenadas em nitrogénio até o

momento da analise.
3.7. Anailises Lipidicas e de Proteina

As concentracdes de colesterol e de triacilgliceréis no plasma e
nas fragdes lipoprotéicas (VLDL, LDL e HDL) e o conteido de
colesterol na aorta (extraido conforme item 3.10) foram
determinadas através de métodos enzimaticos, utilizando-se reagentes
comerciais (BioSystems). Os resultados de colesterol e triglicerideos
das lipoproteinas foram ajustados aos resultados plasmaticos, sendo a
recuperagao para o colesterol, 75% e para triglicerideos, 107%. As
concentragdes de proteina tém sido avaliado de acordo com a
metodologia estabelecida por Lowry et al (1951), utilizando-se a

albumina sérica bovina como padrao.
3.8.  Anidlise Morfométrica

Ao final do periodo experimental, os animais foram anestesiados
e, em seguida, sacrificados. As aortas dissecadas foram utilizadas na
andlise macroscépica e microscopica da distribuicdo das leses. Um

segmento da regiao de maior incidéncia das lesdes, comum a todos os
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animais foi embebido em TissueTec e congelado em isopentano. As
amostras foram transferidas para blocos de parafina e foram feitos
cortes transversais seriados com espessura de 5 pm que foram
corados com hematoxilina-eosina e utilizados para a andlise
morfométrica da drea e do volume das lesdes. A andlise foi realizada
através do sistema Image ProPlus de anilise de imagens. Essa andlise
foi realizada em uma amostragem de 6 cortes por aorta. Estas
andlises sdo feitas em um microscépio acoplado a um computador
com um analisador de imagens. A andlise de drea de lesdes é feita
medindo-se a superficie do corte da aorta ocupada por lesdes (um) e
multiplicando-se esse valor por 5 ym (espessura do corte), obtendo-se
um resultado em pm? e relacionando esse resultado com a area total
do corte. A analise do volume de lesdao é similar. Para a obtencido do
volume, calcula-se a &drea ocupada por lesdes (um?) no corte e
multiplica-se esse resultado pela espessura do corte (5 pm), obtendo-
se um resultado em pm?3, Esse valor é relacionado ao volume total do

corte. Ambos os resultados sdo expressos em percentual (%).

3.9. Extragdo realizada na Aorta para Determinagio de Colesterol e

Nitrato

100 mg de tecido (arco adrtico) foram homogeneizados em 1
mL de Tampio Tris-HCl 25 mM pH 7,4 contendo 1 mM de EDTA, 15
mM de CHAPS (tensoativo), 2 ug/mL de aprotinin, benzamidina 2 mM,
PMSF 1 mM e BHT 20 mM, em banho de gelo. O extrato foi
centrifugado a 10.000 g por 15 min. O sobrenadande foi usado para

determinacdo de colesterol e nitrato.
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OCTX), um monitor de video Sony Trinitron, utilizando o software
Bioscan Optimas 4.10, Bioscan (Edmonds, WA).

Para determinar a densidade de imunoreatividade das HSP60,
HSP70, e HSC70, iNOS e nitrotirosina foram feitas 5 leituras de cada
corte, 3 cortes por coelho. As leituras foram feitas em regides
variadas do corte da aorta (sem delimitacdo de intima, média efou
adventicia). A média das medidas no nivel de cinza ﬂ(reﬂetindo a
densidade de imunoreatividade) foi expressa em uma escala linear de
0 (branco) a 255 (preto). As areas coradas de cada imagem analisada,
mostrando a reatividade, foram medidas e relacionadas a area total da
imagem e expressas como percentual de drea (%). As médias de
imunoreatividade e as médias da drea percentual de imunoreatividade

foram estatisticamente comparadas usando o teste ANOVA.
3.13. Extracdo e Purificagdo de IgG da Aorta dos Coelhos

A extracdo de proteinas da aorta foi feita por homogeneizagao
em tampédo Tris-HCl 2 mM pH 7,4 contendo 0,32 M de sacarose na
proporg¢ao de 1:10 (m/v), seguida de centrifugacdao a 1000 g por 10
min a 4°C. O sobrenadante foi conservado em gelo e o precipitado
homogeneizado em tampao de extracio (1:5) e novamente
centrifugado. Os sobrenadantes foram reunidos e aplicados em uma
coluna para dessalinizagio (Econo-Pac 10 DG, Bio-Rad). Foram
coletadas fragdes de 1 ml, cuja absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 280 nm para determinar o pico de proteinas. O
conteudo dos tubos correspondentes ao pico foi aplicado em uma
coluna para purificagio de IgG (Econo-Pac, Bio-Rad). O eluato foi

monitorado a 280 nm e as fragoes (1 mL) correspondentes ao pico de
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absor¢iao da fragao IgG, foram concentradas em Speed Vac (SC 110,
Savant) até o volume de 1 mL. Com esta fragdo realizou-se o ELISA

para determinagio de anticorpos anti-HSP60, HSP70 e HSC70.

3.1%. Deteccdo de Autoanticorpos Anti-proteinas de Choque

Térmico no Soro e na IgG Purificada da Aorta

A detecgdo de auto-anticorpos anti-proteinas de choque térmico

foi realizada através do ensaio ELISA descrito por Xu et al. (1996),

com as seguintes modifica¢oes:

1. Foram utilizadas placas de 96 pogos (Costar). Os pogos foram
sensibilizados com 1pg/mL de HSP60, HSP70 ou HSC70 (StressGen
Biotechnologies, Victoria, BC) em 100 uL de PBS, pH 7,2 por pogo a
A°C overnight e entdo lavados com PBS contendo 0,05% Tween 20.
O bloqueio foi feito com leite desnatado 1% em PBS por 2 h a 4°C.

2. Foi feita a incubagdo a temperatura ambiente por 1 h com 100 puL
de soro diluido 1:10 a 1:10.000 em PBS contendo 0,1% de leite
desnatado e entido os pogos foram lavados com PBS-Tween.

3. Em cada pogo da placa adicionou-se 100 pL de Imunoglobulina
(IgG) anti-coelho conjugada com peroxidase (StressGen 1:2.000),
diluida em PBS contendo 0,1% de leite desnatado, por 1 h a
temperatura ambiente; apds este tempo, realizaram-se 4 lavagens

com PBS-Tween,
Para determinagdes em soro:

4. Ao final, foi adicionado 100 pL de Tampao citrato-fosfato 0,1 M pH
4,2, contendo 0,53 mg/mL de 2,2 azino-bis (acido 3-
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etilbenzotiazoline-6-sulfénico), e, em seguida, 0,025% de H,0, 30
volumes,

5. A leitura foi feita depois de 30 min a 405 nm.
Os resultados foram expressos como o ultimo titulo reativo
(absorbancia minima de 0,2 acima do branco) multiplicado pela

absobancia encontrada.

Para determinagées na IgG purificada da aorta foram feitas algumas

adaptagoes:

6. Foram utilizadas placas brancas (Nunc ®).

7. O bloqueio foi feito com leite a 5 % e as amostras foram diluidas
1:5 em leite 0,5 %.

8. Ao final, foi adicionado 100 pL de Luminol 2,3 mM, p-iodofenol 0,9
mM em tampédo tris-HCl 0,1 M pH 8,5 e 25 pL de perdxido de
hidrogénio 0,6 % em tampéo tris-HCl 0,1 M pH 8,5

9. A contagem da luminescéncia emitida foi feita imediatamente 1 vez
por minuto durante 10 minutos. A leitura de contagem mais alta

foi usada para os resultados.

3.15. Andlise Estatistica

Os resultados foram calculados como média + desvio padrao.
Para todas as variadveis correspondentes nas anilises feitas em plasma
ou soro, que foram coletados mensalmente, subtraiu-se os respectivos
valores basais dos valores obtidos nos outros tempos, em cada coelho.
Os grupos CAS e ISO foram comparados por anilise de variancia

multivariada de medidas repetidas para se determinar o efeito da
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dieta sobre as varidveis, durante o tempo em curso. Essa anilise foi
feita utilizando o programa SPSS/PC+ (Chicago, III). Também foi feita
uma andlise univariada para se comparar os valores de cada tempo
com os valores basais, independente de grupo, os valores de dois
grupos independente do tempo e os valores de drea sob a curva entre
os grupos, utilizando o método ANOVA e o programa ORINGIN 5.0. As
correlagbes foram feitas utilizando-se o programa SigmaStat 1.0,
método de Pearson Product Moment. "'r* = valor do coeficiente de
correlagio e "p” = nivel descritivo. O valor de P < 0,05 foi usado como

nivel de significancia em todas as andlises estatisticas.



RESULTADOS
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Nado foram verificadas modificagdes no rendimento da extracio
de isoflavonas quando a temperatura foi elevada até 40 °C. A figura
10 mostra que ndo houve perda especifica de nenhuma das
isoflavonas analisadas com o aquecimento, tanto na fase de extracio

como na de concentrac¢dao do extrato.
4.1.2. Extragao Semi-Industrial

Dos 25 litros de molassa que foram extraidos, obteve-se 57 g de
isoflavonas, que foram purificados através da coluna para extracio em
fase sélida, da qual obtivemos 47 g de isoflavonas purificadas. Isso
demonstra um rendimento de 81% para o método utilizado (figura
11). Através da figura 12, observamos que houve uma perda maior de
daidzina (5%), porque essa isoflavona é mais polar, e portanto, mais
hidrossoluvel, sendo arrastada na agua de lavagem mais que as
outras. Este método foi eficiente para a remocio de interferentes do
extrato que poderiam influenciar o nosso resultado final, tais como,
saponinas e carboidratos. A figura 13 representa o resultado da
cromatografia em camada delgada para determinagdo de saponina,
mostrando que o extrato bruto e a agua de lavagem tinham a
presenca de saponinas, mas o extrato purificado pela extracdo em fase

solida estava isento de saponinas.
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&.5. Perfil Lipidico e Protéico

Os resultados da concentragao de colesterol mostram que com 1
més de administracio das dietas, inicia-se uma hipercolesterolemia
plasmatica (figura 22), que reflete principalmente um aumento de
colesterol associado a LDL (fig. 24) e VLDL (fig. 23), atingindo um
pico de concentracdo de colesterol apés 2 meses. Apds esse periodo, as
concentragdes de colesterol comecam a regredir até valores préximos
aos basais aos 6 meses da dieta. O grupo ISO desenvolveu uma
hipercolesterolemia plasmatica similar ao do grupo CAS, porém um
pouco menos intensa (nao significativo) aos 2 meses da dieta (figura
22). O perfil do colesterol da VLDL foi bastante semelhante nos dois
grupos, CAS e ISO (figura 23). Porém, o colesterol da LDL foi 26%
menor no grupo ISO em relagdao ao grupo CAS (figura 24). Embora,
ndo tenha sido detectada diferenca significativa entre os grupos para
o colesterol plasmatico total, devido ao elevado desvio padrio, o
colesterol da LDL foi significativamente diferente, comprovando o
efeito hipocolesterolémico das isoflavonas.

As concentragdes de colesterol da HDL (figura 25) reduziram-se
significativamente nos tempos 1 e 2 meses no grupo CAS e,
posteriormente, aumentaram aos 6 meses. Em contrapartida,
enquanto no grupo CAS o colesterol da HDL diminuiu, no grupo ISO
aumentou 28 % (figura 25), principalmente aos 30 dias da dieta,
quando a hipercolesterolemia se inicia, e aos 60 dias diminui um
pouco, quando os niveis de colesterol plasmatico atingem o pico,
porém ainda continua maior em relacdo ao grupo CAS. Quando os
niveis plasmaticos de colesterol diminuem, o HDL-colesterol aumenta.

As concentra¢oes plasmiticas de genisteina, daidzeina e equol

correlacionaram-se negativamente com a concentracdo de colesterol












CONCENTRAGCAO DE COLESTEROL

valor PLASMA VLDL LDL HDL
deP | CAS | 1SO | CAS | 1SO | CAS | 1SO | cAs | 1sO
T1 - 0,007 - | 0,034 - - 0,005 | 0,001
T2 | 0,038 | <0,001] 0,044 | 0,041 | 0,033 | 0,001 - -
T3 |[0,019 [<0,001| - |o,011]0,007] 0,017 - -
T4 - |<0,001| - |o0,040| 0,008 | 0,050 | 0,040 | 0,040
T5 - 0,034 - | 0,003 . - - -
Té - - - - - - - -

Tabela 1 - Valores de P (<0,05) dado pela comparagao das médias da concentragao de
colesterol do tempo basal com os tempos de 1 a 6 meses dos grupos CAS e
1SO feita pelo método ANOVA.

ri(p DAIDZEINA GENISTEINA EQUOL
Colesterol VLDL -0,31/0,017 -0,28/0,031 -0,29{0,027
Colesterol LDL -0,29/0,025 -0,26/(0,048 -0,31/0,016
Colesterol HDL - - 0,29/0,0239

Tabela 2 - Correlagdes entre as concentragdes das isoflavonas daidzeina, genisteina e

equol e as concentragoes de colesterol da VLDL, LDL e HDL.

As concentracdes de triglicerideos no plasma (fig. 27), na VLDL

(fig. 28) e na LDL (fig. 29) demonstraram que a dieta experimental

nio foi capaz de induzir um acumulo deste lipideo. A presenca de

isoflavonas nio afetou as concentracgdes de triglicerideos. A tabela 3

mostra a comparagio das médias da concentracéo de triglicerideos do

basal com os tempos de 1 a 6 meses dos grupos CAS e ISO.



















CONCENTRACAO DE PROTEINA

Valor PLASMA VLDL LDL HDL

de P CAS ISO CAS ISO CAS I1SO CAS I1SO
T1 0,001

T2 0,008

T3 [<0,001 0,008 <0,001 | 0,010

T4 |<0,001 0,009

T5 |<0,001 0,025

Té6 | 0,009 0,009

Tabela 4 - Valores de P (<0,05) obtidos pela comparagio das médias da concentracao
de proteinas do tempo basal com os tempos de 1 a 6 meses dos grupos
CAS e ISO pelo método ANOVA.

4.6. Concentracgao de Nitrato no Plasma e na Aorta

A figura 36 mostra o perfil da concentragdo de nitrato
plasmatico, ao longo do periodo experimental. Podemos observar um
leve aumento (ndo significativo em relagio ao basal) das
concentragdes de nitrato plasmatico aos trinta dias da dieta, e,
posteriormente, uma redugéo desses valores.

O grupo ISO manteve aproximadamente o mesmo perfil da
concentragdo de nitrato do grupo CAS, porém com concentra¢des
significativamente menores (figura 36). A concentragio de nitrato foi
reduzida significativamente em relagdo ao basal, no tempo 4 meses,
retornando a valores préoximos do basal, porém ainda menores que os
do grupo CAS.

A figura 37 mostra a concentragio de nitrato no homogenato

do arco aértico dos animais.






&.7. Expressdo de iNOS e Nitrotirosina

Foi detectada a presenca de NOSi e nitrotirosina em aortas de
coelhos alimentados com caseina, porém, nio se observou diferenca

entre os grupos CAS e ISO (figuras 38 e 39 e tabelas 6 e 7).

NOSi NITROTIROSINA
CAS I1SO CAS ISO
140 122,5 136.,8 137.4
+ 25,8 +1.3 +1.8 +0,98

Tabela 6 - Densidade Relativa da Imunorreatividade de NOSi e Nitrotirosina de
cortes do arco adrtico dos coelhos dos grupos CAS e ISO. A
imunorreacio produzida é expressa como a média da densidade Sptica
em uma escala de O (branco) a 255 (preto). Valores sdo média + desvio

padrao.
NOSi NITROTIROSINA
CAS ISO CAS ISO
45,09 478 452 476
+ 20,1 + 10,5 +44 +27

Tabela 7 - Percentual da area de cortes do arco adrtico dos coelhos dos grupos CAS

e ISO com Imunorreatividade de iNOS e Nitrotirosina.









4.8. Expressao de Proteinas de Choque Térmico

71

Em geral, a HSC70 mostrou-se a proteina de choque térmico

mais abundante (colora¢do mais intensa) nas artérias ateroscleréticas,

por ser constitutiva, seguida da HSP60 e da HSP70 (figura 41 e

tabelas 8 e 9). As trés proteinas estavam presentes tanto na intima

como na média. A figura 41 mostra que a regido subendotelial das

artérias teve coloragdo mais intensa, principalmente para a HSC70

(figura 39-D), mostrando uma maior expressao dessas proteinas nas

dreas de lesdo. A ingestido de isoflavonas reduziu a expressido dessas

proteinas (tabelas 8 e 9).

HSP60* HSP70* HSC70*
CAS ISO CAS ISO CAS ISO
88,9 74,3 86,1 746 84,8 72,4
+1.9 +1,7 +2,0 +3,5 +1,0 +2,2

Tabela 8 - Densidade Relativa da Imunorreatividade de HSP60, HSP70 e HSC70 em
cortes do arco adrtico dos coelhos dos grupos CAS e ISO. *P <0,001
(comparacio de médias usando o teste ANOVA). A imunorreacio
produzida é expressa como a média da densidade 6ptica em uma escala de
O (branco) a 255 (preto). Valores sao média + desvio padrio.

HSP60O* HSP70* HSC70*
CAS ISO CAS 1SO CAS ISO
214 6.2 157 5.0 223 11,8
+5.4 +35 +5,5 +3.7 +6,7 +53

Tabela 9 - Percentual de area de cortes do arco adrtico dos coelhos dos grupos CAS e
ISO com Imunorreatividade de HSP60, HSP70 e HSC70. *P <0,05
(comparagio de médias usando o teste ANOVA). Valores sdo média +

desvio padrio.
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4.9. Autoanticorpos Anti-proteinas de Choque Térmico

Ambos os grupos CAS e ISO desenvolveram anticorpos anti-
HSP60, HSP70 e HSC70 (figura 42), porém o grupo ISO em menores
titulos. HSC 70 parece ter uma resposta mais aguda, pois o titulo de
anticorpos anti- HSC 70 aumenta rapidamente em 1 més e se mantém
em um platb até 3 meses, quando comeca a decair. A HSP60 tem uma
resposta um pouco mais tardia, pois o titulo de anticorpo anti-HSP 60
somente atinge o pico aos 3 meses e logo comeca a diminuir (grupo
CAS); o grupo ISO teve um leve pico em 1 més. A HSP70 produz uma
resposta mais sutil, mantendo-se estavel o titulo de anticorpos anti-
HSP70 para o grupo CAS ao longo do periodo experimental, decaindo
um pouco apenas aos 6 meses; em contraste, o grupo ISO tem o titulo
de anticorpos anti- HSP70 reduzido, a partir do tempo 4 meses.
Porém, desses resultados, somente a redugao de anticorpos anti-
HSC70 aos 5 meses foi significativa, na analise entre grupos, devido ao
elevado desvio padrdo. No entanto, se analisarmos o aumento do
titulo dos anticorpos nos virios tempos, em relagdo ao basal (tabela
10), observamos que, na maioria dos tempos, o grupo CAS apresentou
aumentos significativos e o grupo ISO teve apenas alguns (ou
nenhum) tempos signicativamente diferentes do basal. Os titulos de
anticorpos anti-HSP60 e anti-HSC70 no soro correlacionaram-se
negativamente com as concentragdes de isoflavonas (tabela 11). A
tabela 12 mostra as correlagdes entre as concentragdes de colesterol e

os titulos de anticorpos anti-HSPs.
























8]

R%/P Colesterol | Colesterol | Colesterol | Colesterol Nitrato
Plasma VvLDL LDL HDL Plasma
Colesterol 0,77/
VLDL 0,010
Colesterol 0,83/
LDL 0,003
Colesterol 0,71/
HDL 0,022
Anti-HSP60 0,74(
soro 0,016
Anti-HSC70 0,80/
Soro 0,006
Nitrato 0,79/ 0,70
Aorta 0,007 0,025
Anti-HSP60 0,80/
Aorta 0,05
Anti-HSP70 0,70/
Aorta 0,025
Anti-HSC70 0,78/
Aorta 0,024
Colesterol 0,78/ 0,94( 0,79/
Aorta 0,014 <0,001 0,011
Intensid. 0,75/ 0,91/ 0,65/
HSP60 0,016 <0,001 0,0431
Intensid. 0,81/
HSP70 0,008
Intensid. 0,68/ 0,91/
HSC70 0,029 0,020
Area 0,91/
HSP60 <0,001
Area 0,81/
HSP70 0,009
Area 0,72/ 0,74(
HSC70 0,020 0,015

Tabela 13 - Correlacdes entre colesterol do plasma, VLDL, LDL, HDL, nitrato

plasmatico e todas as outras variéveis estudadas. As variaveis que foram

medidas mensalmente foram expressas como area sob a curva.
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5. DISCUSSAO

Recentemente, o FDA (Food and Drug Administration-USA,
1999) recomendou o uso de 25 g por dia de proteina da soja para
prevencido de doengas cardiovasculares. Porém, ainda nio esta claro
quais componentes da soja sdo responsaveis pelos seus efeitos anti-
aterogénicos. A proteina da soja, as saponinas e as isoflavonas tém se
mostrado os componentes mais eficientes, porém atencdo especial
tem sido dada as isoflavonas.

Anthony et al. (1997) avaliaram o efeito das isoflavonas na
formacao das lesoes ateroscleréticas em macacos, utilizando dois tipos
de proteinas da soja, uma rica e outra pobre em isoflavonas. Estes
autores verificaram que os animais que consumiram a proteina da
soja rica em isoflavonas (PSRI) desenvolveram lesdes menos severas
que os que consumiram a proteina pobre em isoflavonas (PSPI).
Entretanto, estes ultimos também demonstraram uma agao protetora
da PSPI em relagdo aos controles, deixando a duvida se esse efeito
protetor refere-se ao residual de isoflavonas presente na PSPI ou a
proteina da soja per se. Algumas pesquisas, utilizando proteinas da
soja com diferentes concentracdes de isoflavonas, tem verificado um
efeito dose-dependente sobre o colesterol plasmatico, LDL-colesterol e
HDL-colesterol (Antony et al, 1997 e Crouse et al, 1999). Uma
diminuicdo na absorgio intestinal de colesterol e um aumento na
excrecio de dcidos biliares tém sido sugeridos como os possiveis
mecanismos para os efeitos na reducao de lipideos da proteina da soja
(Potter et al, 1998; Sugano et al, 1988). Um aumento no RNA
mensageiro do receptor da LDL em células mononucleares (Baum et

al., 1998), assim como um aumento na atividade do receptor da LDL
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posterioremente, sofrem recirculagio entero-hepatica (Joanneau et
al., 1995).

A genisteina e seu glicosideo sdo menos biodisponiveis que a
daidzeina e sua forma glicosilada, pois, embora tenha sido
administrado uma dose maior de genisteina e genistina (figura 16), as
concentragoes de daidzeina e daidzina foram maiores no plasma e na
urina (figuras 17 e 18). A daidzeina é mais resistente que a genisteina
ao metabolismo bacteriano em ratos (Griffiths & Smith, 1972) e em
humanos (Xu et al, 1995). Conseqiientemente, a daidzeina esta
presente em maiores concentragoes no intestino por um longo
periodo de tempo, sendo mais biodisponivel que a genisteina.

As concentragbes plasmaticas de genisteina, daidzeina e equol
correlacionaram-se negativamente com a concentragdo de colesterol
da VLDL e LDL. A concentracio de equol correlacionou-se
positivamente com o colesterol da HDL (Tabela 2). Estes resultados
confirmam o efeito das isoflavonas na hipercoleslerolemia. O equol
tem potente atividade estrogénica (Benetts et al, 1946) e parece
influenciar o metabolismo da HDL (Samman et al, 1999).

O perfil de hipercolesterolemia em resposta a dieta baseada em
caseina é transiente (figuras 22, 23 e 24). A caseina aumenta a
reabsorcio de colesterol e consequentemente diminui a sintese de
colesterol e a expressio de receptores para LDL, diminuindo a
captagdo da LDL e promovendo uma hipercolesterolemia até o
terceiro més da dieta. Apds esse periodo, o colesterol diminui, pois a
sintese endégena estd diminuida e a dieta utilizada é isenta de
colesterol. Estes resultados sdo confirmados por estudos baseados em
modelos dietéticos de hipercolesterolemia induzida pela presenca de

caseina (Sacono et al., 1997 e Daley et al.,, 1994-a).
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O aumento do colesterol da VLDL poderia ser explicado pela
formagao da p-vLDL, particula formada na aterosclerose induzida em
coelhos, que tem uma densidade similar 4 da VLDL, porém ¢
enriquecida com ésteres de colesterol (Ross et al,, 1977 e Thompson
et al, 1983). A B-VLDL é uma particula aterogénica, promovendo
acumulo de ésteres de colesterol em macrdfagos (Goldstein et al,
1980) e adesdo de mondcitos a células endoteliais (Territo et al,
1989). Alguns autores tém demonstrado aumento no colesterol da
HDL (Terpstra et al, 1981 e Bauer et al, 1987), enquanto outros
encontraram pequena mudanga (Scholz et al, 1982 e Harabek-Smith
& Carrol, 1987), decorrente da dieta com caseina. Harabek-Smith et
al. (1989) encontraram, ao final de 4 semanas da administragio de
uma dieta de caseina em coelhos, uma diminui¢ao do colesterol da
HDL associada com um aumento do colesterol da LDL.

Em ratos, tem sido verificado uma hipertrigliceridemia em
resposta a dieta contendo caseina (Sugano et al,, 1982 e Cohn et al,
1984). No entanto, em coelhos tem sido observada uma tendéncia a
diminuigao dos triglicerideos (Kurowska et al., 1989), o que pode ser
resultado de uma mudanga mais pronunciada no metabolismo da LDL.
A presenca de isoflavonas ndo afetou as concentragoes de
triglicerideos. Os triglicerideos tendem a diminuir particularmente em
pessoas com hipertrigliceridemia que fazem uso da proteina da soja
(verrillo et al., 1985; Grundy et al., 1983).

Com relagio as concentragdes de proteina nao foram
observadas diferencas significativas importantes entre os grupos.
Nenhum aumento nas concentragdes de proteina da VLDL foi
encontrado em coelhos, apés 4 semanas de alimentacdo com uma

dieta contendo 27% de caseina, em relagdao aos coelhos alimentados
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com 27% de proteina da soja; porém, houve um aumento nas
concentragdes de proteina da LDL, assim como, diminui¢do nas da

HDL (Harabek-Smith et al., 1989).

Além dos efeitos verificados sobre o perfil lipidico, as
isoflavonas tém mostrado importantes a¢des sobre a produgio de
oxido nitrico. Nitrato é o principal metabdlito e produto final do
metabolismo do éxido nitrico. Os niveis de nitrato plasmatico sio
frequientemente utilizados como indice da formagio endégena de
oxido nitrico pelo fato de aproximadamente 75% do o6xido nitrico
enddgeno ser convertido a nitrato (Westfelt et al,, 1995).

Podemos verificar um aumento transiente do nitrato plasmatico
em ambos os grupos estudados (figura 36). Resultados semelhantes
foram encontrados por Freyschuss et al. (1996), em coelhos tratados
com uma dieta contendo 1% de colesterol, nos quais observou-se um
aumento de nitrato plasmatico entre 3 a 6 semanas de dieta, havendo
posterior regressdo aos niveis basais apds a 9" semana. Esse aumento
transiente da concentragao plasmatica de nitrato poderia refletir um
aumento da sintese de o6xido nitrico no inicio do periodo
experimental, no mesmo periodo em que os niveis de colesterol
comecaram a aumentar. A hipercolesterolemia induzida pela dieta rica
em caseina poderia promover uma agressio endotelial capaz de
provocar um disturbio da sintese de dxido nitrico. O retorno dos
niveis de nitrato aos niveis basais poderia ser explicado por uma
posterior inativagdo do *NO. Sabe-se que a hipercolesterolemia induz
um aumento da producgdo do édnion superdxido (Harrison, 1992 e
Ohara et al,, 1993), o que poderia facilitar a reacao deste radical com
o 6xido nitrico, formando peroxinitrito, 0 que impediria uma

adequada vasodilata¢io dependente do endotélio e promoveria a
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oxidagdo de lipoproteinas, contribuindo para a formagido da lesio
aterosclerética. Uma outra hipétese seria que, em baixas
concentragdes, a LDL oxidada age aumentando a produgio de éxido
nitrico e em altas concentracées, inibindo-a (Blair et al, 1999).
Portanto, no primeiro més de suplemantagio com isoflavonas, quando
a hipercolesterolemia apenas se iniciava, a concentragio de LDL
oxidada poderia ser baixa e a partir do segundo més, essa
concentragdo poderia aumentar (quando ocorre o pico da
hipercolesterolemia), inibindo assim a sintese de éxido nitrico.

Recentemente, a localizagdo da NOSe em invaginagdes
especializadas da membrana plasmatica, chamadas cavéolas, tem sido
proposto como necessdrio para a maxima atividade da NOSe
(Forstermann et al, 1991; Boje & Fung, 1990). As cavéolas sdo
altamente enriquecidas em colesterol. Varias evidéncias indicam que o
aumento da regulacao de caveolina (proteina presente nas cavéolas
que interagem com NOSe), em células expostas a altos niveis de LDL-
colesterol, resulta diretamente de um aumento na transcricdo do gene
da NOSe, induzido pelo maior conteudo celular de colesterol (Bist et
al, 1997). ApéSs 24 horas de exposi¢do de células endoteliais a LDL-ox,
observou-se um aumentou na transcrigio do RNA mensageiro da
NOSc (Hirata et al., 1995). Essas observagoes mostram que existe uma
correlagdo entre produgdo de "NO e hipercolesterolemia e suportam a
hipStese de que a alteragdo da vasodilatacio dependente do endotélio,
em vasos ateroscleréticos, pode nao ser devida a uma diminuicado da
expressdo da NOSc (Hirata et. al,, 1995).

Minor et al. (1990) encontraram uma elevada producio de
6xidos de nitrogénio em artérias ateroscleréticas de coelhos

hipercolesterolémicos, em rela¢io a artérias normais e concluiram que
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o impedimento do relaxamento dependente do endotélio na
aterosclerose nido é devido a menor atividade da enzima responsavel
pela produgio de 6xidos de nitrogénio a partir da arginina, ou da
deficiéncia de arginina. A alteracio da atividade vasodilatadora,
induzida por dietas ricas em colesterol, pode resultar de uma menor
incorporagio de 6xido nitrico em um composto com maior potencia
vasodilatadora, ou a acelerada degradagdo do mesmo.

Beher-Roussel et al. (2000) induziram hipercolesterolemia em
coelhos e nao observaram diferenca significativa na concentragio de
nitrato plasmatico, em relagio aos coelhos normocolesterolémicos;
porém, o  nitrato excretado na urina pelos coelhos
hipercolesterolémicos foi significantemente maior. Boger et al. (1995)
encontraram uma diminuigdo da excrecdo urinaria de nitrato e do
relaxamento dependente do endotélio em coelhos
hipercolesterolémicos. Portanto, had vérias contradi¢des na literatura
sobre a medida de nitrato e sua relagdo com a hipercolesterolemia. As
medidas de nitrato plasmatico e da excre¢do urindria de nitrato sdo
parametros complexos que dependem da funcdo renal e do volume
plasmaitico, sendo também uma medida indireta da taxa de produgio
sistémica de *NO. O *NO gerado no tubulo proximal pode também
contribuir para a concentragdo plasmatica e excrecdo urindria de
nitrato porque ha substancial reabsor¢io tubular de nitrato (Baylis e
vallance, 1998).

A concentragio de nitrato do grupo que consumiu isoflavonas
foi significantemente menor que o grupo controle. Estes resultados
reforcam a hipétese de que as isoflavonas, em especial a genisteina,
inibem a sintese de 6xido nitrico por inibi¢do das proteinas tirosina

quinases (Sargeant et al., 1993, Orliceck et al, 1996). Esse resultado
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As propriedades antioxidantes das isoflavonas estio relacionadas
com sua estrutura e aumentam em fungio do numero de grupos
hidroxila e da capacidade de doagdo de dtomos de hidrogénio (Cao et
al, 1997). Compostos fendlicos podem inibir a nitracdo da tirosina
por nitracao preferencial, ou, atuar como doadores de elétrons
(Pannala et al, 1998). Isoflavonas tém similaridades estruturais com
a tirosina em um dos seus anéis fendlicos e modificacoes de residuos
tirosina por oxidantes gerados na inflamagao, tais como 4cido
hipocloroso (HCIO) e peroxinitrito (ONOOQO), tém sido descritas
recentemente. As isoflavonas genisteina, daidzeina e biocianina A
podem ser cloradas e nitradas por esses oxidantes (Boersma et al,
1999). A habilidade das isoflavonas em reagir com essas espécies
oxidantes depende de sua estrutura, sugerindo que tais reagdes
poderiam acontecer sob condi¢des especificas, nas quais essas espécies
reativas sao geradas sob condi¢des patolégicas. Portanto, seria
esperado que os animais do grupo ISO expressassem menos NOSi e
nitrotirosina em suas aortas, porém esse nao foi o resultado obtido. O
fato das andlises imunohistoquimicas terem sido realizadas apenas
com cortes do arco aértico pode ter impedido que uma diferenca
maior entre os grupos tenha sido observada, em relacio a essa
varidvel, pois nesta regido da aorta o “shear stress” é mais intenso,
levando a uma maior expressio da NOSi e, consequente, maior

formacao de nitrotirosina (Posch et al,, 1999).

No nosso estudo detectamos a colocalizacio de NOSi e
nitrotirosina nas artérias ateroscleréticas de coelhos (figura 38).
Resultados semelhantes foram encontrados por Depre et al. (1999).

Cromheeke et al. (1999) colocalizaram em carétidas humanas, NOSi,
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nitrotirosina, mieloperoxidase e cerdide (material insoluvel composto
de lipideos oxidados, dcidos graxos poliinsaturados e proteinas
presentes em lesdes ateroscleéticas). Nitrotirosina e proteinas
nitradas sdo consideradas sinais da formacio e atividade de oxidantes
derivados de °NO, através da formacio de peroxinitrito, ou das
reacdes catalisadas por mieloperoxidase (MPQO). Luoma et al. (1998)
colocalizaram NOSi, nitrotirosina e epitopos caracteristicos da LDL
oxidada. A colocalizagdo de NOSi e nitrotirosina indica que a NOSi é
enzimaticamente ativa em artérias ateroscleréticas. A elevada
formagao de *NO e superédxido, levando a formagio de peroxinitrito,
contribui para a peroxidacio lipidica e para o estresse oxidativo,
resultando em nitragdo de residuos de tirosina de proteinas na
aterosclerose.

NOSi e nitrotirosina estdo presentes tanto na regido da intima
quanto da média das artérias, associando-se com células musculares
lisas (Brophy et al, 2000). Esses resultados estio de acordo com
aqueles descritos por Buttery et al. (1996). Wilcox el al. (1997)
detectaram uma baixa expressdo de NOSi e nitrotirosina em células
musculares lisas da média e da intima. Uma coloragao mais intensa,
tanto para iNOS como para nitrotirosina, foi verificada no espaco
subendotelial (figuras 38 e 39), correspondendo a drea ocupada por
lesdes. Behr et al. (1999) associou a NOSi com macréfagos presentes
em lesdes ateroscleréticas e verificaram que quanto mais avangadas as
lesdes, mais intensa e difusa foi a expressio de NOSi, localizando-se
tanto no espago subendotelial como na camada média.

Pudemos ainda verificar que a dieta aterogénica baseada em

caseina induz a expressio de HSPs na aorta de coelhos. HSP60, HSP70

e HSC70 estio aumentadas em lesdes ateroscleréticas (Kol et al,
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1998; Johnson et al, 1993, 1995 e Berberian et al., 1990). As
camadas intima e média da carétida de ratos expostos a maior "shear
stress” expressaram HSP60; nos animais controle nio se observou a
presencga de HSP60 (Hochleitner et al., 2000). A HSP70 e HSC70 estio
localizadas em células musculares lisas e em macrdfagos das lesoes e
funcionam como uma resposta celular a fatores de risco como
hipercolesterolemia, hipertensio e modificacdo de fatores
hemodinamicos. Xu et al. (1996) imunizaram coelhos normais e
hipercolesterolémicos com HSP65 e verificaram a formacio de lesdes
ateroscleréticas apenas pela imunizagdo com HSP65. Porém, observou-
se um aumento da expressdo de HSP65 em lesdes mais avancadas das
artérias dos coelhos hipercolesterolémicos. As lesdes provocadas por
HSP65 em coelhos normolipidémicos regrediram, mas a dos coelhos
hipercolesterolémicos foram irrreversiveis. No presente estudo, vimos
uma correlagiao positiva entre a presenga de HSPs e colesterol da LDL
e uma correlagdo negativa entre HSPs e o colesterol da HDL (tabela
13). Estes resultados sugerem que o aumento da concentragdo de
colesterol é um fator importante na indugdo de HSPs em artérias e
que fatores que reduzam a concentragio de colesterol, podem reduzir
a expressdo dessas proteinas.O extrato de isoflavonas, utilizado no
nosso estudo, foi capaz de inibir a produgdo dessas proteinas.

As concentracdes de nitrato plasmatico correlacionaram-se com
a expressio de HSP60 e HSC70 (tabela 13), confirmando que um
possivel aumento da sintese de *NO induz um aumento da expressao
de HSPs, O aumento da sintese de *NO estimula a expressao de HSC70
em macréfagos e em células musculares lisas (Hirvonen, 1996). O °"NO
pode promover a S-nitrosilagdo de numerosas proteinas (Brunne et al,

1996), por interagdao com um grupo sulfidrila livre, produzindo S-
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nitrosotidis. O *NO pode atuar como agente oxidante da reagio entre
dois grupos tidis vicinais para formar uma ligagao dissulfidica,
produzindo modificagdes covalentes persistentes em proteinas
(Ignarro, 1990). Tais modificagdes podem ocorrer em enzimas
contendo centros ferro-enxofre, que sdo essenciais para a
sobrevivéncia da célula. A ativagdo do HSF-1 (fator de choque térmico
1), induzida por °NO, foi completamente bloqueada por DTT, um
agente redutor de ligagbes dissulfeto (Xu et al, 1997). As HSPs
poderiam desempenhar um papel no reparo de proteinas
desnaturadas modificadas pelo “NO. A liberagdo de *NO da parede
arterial, em resposta ao estresse hemodinidmico, pode ser, em parte,
responsavel pela produgao da HSP70 em aortas (Johnson et al,
1995). Similarmente, o aumento da expressio de HSPs em lesdes
ateroscleréticas pode também estar relacionado ao distirbio da
producdo de *“NO (Chen et al, 1999; Bellman et al, 2000). O *NO
pode ser responsavel pela inibicdo da peroxidagido lipidica na LDL. A
LDL oxidada pode atuar como um indutor para a expressao da HSP70
e HSC70 (Zhu, et al, 1995 e Frostegard et al, 1996). Assim, o
envolvimento da expressdo de HSPs diretamente com *NO, ou com a
LDL oxidada, é associado com a produgdo inapropriada de *NO.

No presente estudo, a ingestio de isoflavonas reduziu a
expressdo dessas proteinas (tabelas 8 e 9). A genisteina é capaz de
reduzir a expressio de HSPs em culturas de células (Zhou & Lee,
1998). Porém, ainda ndo se conhece nenhum estudo da modulagio da
expressdao dessas proteinas in vivo. As isoflavonas podem reduzir a
expressio de HSPs através de: 1) inibi¢do de proteina tirosina
quinases; 2) inibi¢do da sintese de *NO; 3) reduc¢do das concentracdes

séricas de colesterol e 4) reducgio da oxidacao da LDL.
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Provavelmente, por diminuirem a expressio das HSPs em artérias,
as isoflavonas reduziram a resposta auto-imune mediada por essas
proteinas e, consequentemente, os titulos de anticorpos séricos e a
formacao de complexos antigeno-anticorpo na aorta (figura 43). Além
dos efeitos das isoflavonas verificados sobre a expressao das HSPs, as
isoflavonas parecem modular virias fungdes imunolégicas (Zhang et
al., 1997).

A resposta auto-imune mediada pelas HSPs contribui para a
reacdo inflamatéria presente no desenvolvimento da lesio
aterosclerética. A HSP70 parece ndo agir como auto-antigeno, o que
nao acontece para a HSC70 e a HSP60 (Jaattela e Wissing, 1992).
Pacientes com aterosclerose possuem altos titulos de anticorpos anti-
HSP60/65 (Xu et al, 1999). Anticorpos contra HSP60, HSP70 e
HSC70 foram detectados no soro de pacientes com cardiomiopatia,
em comparagdo com controles saudaveis (Portig et al, 1997).
Anticorpos anti-HSP60/65 reagem com HSP60 presente em altos
niveis em lesdes aterosclerdticas, principalmente em macréfagos e
células endoteliais. Macréfagos expressando HSP60 podem ser lisados
por autoanticorpos anti-HSP60(65, o que pode contribuir para a
morte celular em placas ateroscleréticas in vivo. (Schett, et al, 1997).

A dieta aterogénica, baseada em caseina, induziu a formacéo de
lesdes caracterizadas por numerosos macréfagos contendo alto teor
de lipideos (foam cells) (fig. 45). Alguns investigadores tém detectado
que coelhos alimentados com caseina desenvolvem lesées adrticas com
morfologias varidveis (Daley et al, 1994-b). Honoré et al. (1997)
alimentaram dois grupos de macacos, com aterosclerose pré-existente,
com proteinas da soja contendo ou ndo isoflavonas. Nao houve

diferenga na drea de lesdes aterosclerédticas entre os grupos. Uma
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dieta aterogénica, contendo proteina da soja rica em isoflavonas,
reduziu em 50 % a formacgio de lesdes ateroscleréticas em
camundongos, comparada com outro grupo que consumiu a dieta
aterogénica contendo proteina da soja pobre em isoflavonas (Kirk et
al, 1998). Portanto, a ac¢ido das isoflavonas sobre a aterosclerose
parece ser preventiva, nio tendo resultados consistentes sobre a
regressio de lesdes. As isoflavonas tem mostrado propriedades
antiproliferativas in vitro (Raines e Ross, 1995; Fotsis et al., 1995),
em particular, a genisteina, por inibir a proteina tirosina quinase.

Muitos fatores de crescimento influenciam a proliferagio celular
através de ligacdo a receptores de superficie celular, resultando em
ativacdo de tirosina quinases, localizadas em dominios intracelulares
dos receptores, e promovendo divisdo celular. Meng et al. (1999) tém
investigado se moléculas de isoflavonas podem ser transportadas para
dentro das células para influenciar a proliferagdo celular. Estes
autores mostraram que quantidades significantes de ésteres de 4cidos
graxos lipofilicos de isoflavonas podem ser incorporadas na LDL e que
a LDL enriquecida com estes ésteres inibe significantemente a
proliferacio celular. Kaamanen et al. (2000) verificaram a formacao
desses derivados lipofilicos de isoflavonas no plasma, similarmente aos
estrégenos (que possuem estrutura similar as isoflavonas) que estdo
presentes no plasma na forma esterificada (Hochberg et al, 1998).
Este achado é importante, tanto para explicar a agdo das isoflavonas
sobre a inibigio da oxidagdo da LDL como para explicar a inibicao da
formacio de lesdes aterosclerdéticas.

Os dados obtidos neste trabalho sugerem que as isoflavonas
poderiam exercer efeitos benéficos, em relagdo ao desenvolvimento da

aterosclerose, por promoverem redugdo do colesterol da LDL e da
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6. CONCLUSOES

As isoflavonas da soja, mesmo nio associadas a proteina da soja,
possuem efeito hipocolesterolémico em coelhos, diminuindo os niveis
de colesterol da LDL e elevando o colesterol da HDL.

A redugdo da concentragio plasmatica de nitrato, observada no
grupo ISO, sugere que as isoflavonas promoveram uma reduc¢io da
sintese de dxido nitrico. No entanto, estudos complementares devem
ser realizados para confirmar esse resultado, uma vez que a detecg¢do
imunohistoquimica da 6xido nitrico sintase e da nitrotirosina nio
mostrou diferencgas entre os grupos.

As isoflavonas reduziram a produc¢io de proteinas de choque
térmico (HSP60, HSC70 e HSP70) no arco adrtico, assim como os
titulos de anticorpos anti-HSP60, HSC70 e HSP70 no soro e no arco
adrtico dos animais suplementados.

A hipercolesterolemia parece esta associada com a producao de
HSP60, HSC70 e HSP70 e a formagdao de autoanticorpos anti-HSP60,
HSC70 e HSP70. A concentragao de nitrato esta correlacionado com a
expressio das HSPs analisadas, podendo significar que uma maior
produgdo de 6xido nitrico esteja relacionada com um aumento da
sintese dessas proteinas.

O efeito das isoflavonas sobre a hipercolesterolemia, o contetido
adrtico de colesterol e as proteinas de choque térmico pode estar
envolvido na diminuicdo da incidéncia, area e volume de lesdes
ateroscleréticas, em coelhos alimentados com uma dieta aterogénica

contendo caseina, sugerindo um efeito benéfico das isoflavonas no

desenvolvimento e progressao da aterosclerose.
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8. ABSTRACT

Soy isoflavones, mainly genistein, may modify cellular signalling
and affect several metabolic pathways by inhibiting tyrosine protein
kinases. Among these pathways, the synthesis of nitric oxide ("NO)
and of heat shock proteins are important for atherosclerosis
development. To investigate the influence of soy isoflavones on the
production of *NO and heat shock proteins (HSP60, HSP70 and
HSC70) in experimental atherosclerosis, one group of white New
Zealand rabbits was fed an atherogenic diet containing 27% casein
(CAS) and another group was fed the same diet supplemented with
soy isoflavones (5,1 mg/Kg/dia) (ISO). Blood samples were obtained
montly and after sis months of feeding the rabbits were sacrificed and
the aortas were removed. The ISO group showed a significant
reduction of cholesterol in LDL (36.2%) and in aorta (36.0%), as well
as, an increase of HDL-cholesterol (2,1 times) in relation to the CAS
group. The concentration of nitrate ("NO-derived metabolite) in blood
plasma and the levels of autoantibodies against HSP-60, HSP-70 and
HSC 70 in blood plasma and in aortic tissue were significantly
decreased in the ISO group. No differences were found for iNOS
(inducible °NO synthase) and nitrotyrosine between the studied
groups. The isoflavone supplementations promoted a reduction of the
area (40%) and volume (35%) of the aorta atherosclerotic lesions.
Thus, soy isoflavones reduced the hypercholesterolemia, the
production of HSPs and antibodies anti-HSPs, as well as, the

atherosclerotic lesions in rabbits fed a casein-based atherogenic diet.
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