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ABSTRACT

In recent years moderate alcohol consumption has been studied regarding its
protective effect on cardiovascular diseases. These findings are particularly interesting in
countrics with a Mediterranean-type diet (high consumption of bread, vegetables, fruit,
cheese, vegetable fat and wine) such as Portugal.

The present study tried to clarify the beneficial effect of moderate alcohol
consumption in a small sampling of the Portuguese population. We evaluated a lipid
profile (total cholesterol, HDLc, LDLc, Lp(a), triglycerides, apoA-I and apoB), also
some antioxidants (SOD, GPX, uric acid and total antioxidant status) and some products
of lipid peroxidation (MDA and MDA +4-hydroxialkenals) in two groups with no history
of cardiovascular disease. Each group was composed by 31 individuals, one group with
only non-drinkers and the other with moderate drinkers (four or more alcoholic drinks
per week).

Concerning the lipid profile, no statistically significant diferences were found
between the two groups except for HDLc and apoA-L, with higher mean values for the
drinkers group.The study of the antioxidants showed that the non-dirnkers had
statistically significant lower values of uric acid and total antioxidant status and that SOD
and GPX were also lower for that group, although with no significant differences. The
products of lipid peroxidation were higher in the drinkers group.

These data suggest that moderate alcohol consumption confers protection by
increasing the HDLc concentration and by triggering tha antioxidant mechanisms and

eventually preventing the oxidative modifications ascribed to atherogenesis.



RESUMO

Virios estudos epidemioldgicos, clinicos ¢ experimentais t€ém colocado em
evidéncia o efeito protector do consumo moderado de bebidas alcodlicas contra as
doengas cardiovasculares (DCV). O vinho, componente importante das dietas do tipo
Mediterrdnico, parece oferecer protecgdo adicional em relagio aos outros tipos de
bebidas.

Esta trabalho pretendeu fornecer alguns dados sobre a relagdo entre consumo de
bebidas alcodlicas e DCV na populagio portuguesa, dado nfo existirem até A presente
data estudos sobr¢ csse assunto e a alimentagdo dos Portugueses ser do tipo
Mediterranico. Numa pequena amostragem da populagio constituida por 80 participantes
dos quais 18 foram excluidos por apresentarem valores elevados da enzima hepatica
yGT, foram utilizados 62 individuos (39 mulheres ¢ 23 homens) com idades
compreendidas entre os 21 e os 64 anos, para estudar o efeito do consumo de bebidas
alcoolicas nos lipidos séricos (colesterol total, ITIDL, LDL, Ip(a), triglicerideos,
apolipoproteinas A-I ¢ B), em alguns antioxidantes (icido Grico, GPX, SOD, status
antioxidante total) e nos niveis de peroxidagio lipidica (MDA, MDA+4-HNE).

Em relagdo aos marcadores lipidicos estudados, apenas se encontraram diferengas
estalisticas significativas para a apoA-I ¢ HDL, com o grupo dos consumidores a
apresentar os valores médios imais clevados. Este grupo apresenta, igualmente, valores
superiores de sfatus antioxidante total e acido trico, com significado estatistico.Os niveis
das enzimas SOD ¢ GPX, embora mais elevados para os consumidores, nio 1ém
significado estatistico, necessitando os resultados de confirmagio numa amostragem
maior. Os niveis de peroxidagio lipidica avaliados pelo conjunto do MDA+4HNE sio
mais altos no grupo dos consumidores, talvez por reflexo dos habitos alimentares destes
individuos.

Estes dados sugerem ser o efeito proiector da ingestdo das bebidas alcodlicas
mediado pelo aumento da concentragdo sérica de HDL e pelo aumento dc algumas das

defesas antioxidantes presentes no organismo humano.
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L. DOENCAS CARDIOVASCULARES E ATEROSCLEROSE

As doencgas cardiovasculares (DCYV) sdo a principal causa de morbilidade ¢
mortalidade nos paises industrializados, com papel importante nas causas de morte
prematura, como se pode constatar na figura 1. A aterosclerose apresenta-se como a
principal causadora de morte por doenga cardiovascular. A Organizagdo Mundial de
Satde (OMS) define a aterosclerose como uma combinagio variavel de modificagdes
na camada intima arterial, envolvendo a acumulagio de lipidos, carbohidratos, sangue e
seus consfifuintes, acompanhada pela formagdo de tecido fibroso, calcificagdo e
alteragOes da camada média desses vasos sanguineos. A aterosclerose pode ser encarada
como uma forma especial de arteriosclerose, na qual se verificam deposigdes
patogénicas, significativas, de lipidos nas paredes arteriais.

I.1. FACTORES DE RISCO

Factores ambientais ¢ genéticos tém wvindo a ser identificados como
potenciadores do desenvolvimento de aterosclerose. O caracter multifactorial desta
doenga ¢ enfatizado pelo facto de a presenga de mais de um dos factores de risco ser
particularmente prejudicial, devido a um efeito sinergético.

Se ha alguns anos sé se considerava a relagdo entre colesterol sérico e as
doengas cardiovasculares, o aprofundar dos conhecimentos sobre o metabolismo das
lipoproteinas, demonstrou a relagdo entre o aumento da concentragio das lipoproteinas
¢ apolipoproteina potencialmente aterogénicas - LDL ("low density lipoprotein"-
lipoproteina de baixa densidade), LDL modificada, Lp(a) (lipoproteina (a)) ¢ apoB
(apolipoproteina B) - ¢ a diminuigdo da concentragio da lipoproteina e apolipoproteina
consideradas protectoras- HDL ("high density lipoprotein"-lipoproteina de alta
densidade), apoA-I - ¢ o aparecimento de DCV.

Para além das dislipidémias aterogénicas, outros pirametros clinicos e
biologicos estdo estatisticamente associados com o aparecimento de acidentes
cardiovasculares. Entre eles encontram-se os factores de risco nio modificaveis como
sejam a idade, sexo masculino (figura 2), historia familiar de doenga cardiovascular
precoce ¢ historia pessoal de doenga cardiovascular isquémica. Os factores de risco
modificaveis incluem o tabagismo, pressio sanguinea elevada, diabetes mellitus e
obesidade com resisténcia insulinica2-3.
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gorda. (CML-célula do musculo liso)?.

I.2. AS LESOES ATEROSCLEROTICAS E A ATEROGENESE

As lesdes ateroscleréticas podem surgir em diferentes idades, com localizagdo
anatomica e velocidade de propagagio diferentes, mas o seu processo de -
desenvolvimento é semelhante em todos os individuos.

As estrias gordas (figura 3A) sio a primeira forma da lesdo aterosclerdtica,
podendo ser observadas nas primeiras décadas de vida do individuo e sdo constituidas
por depdsitos intra ¢ extracelulares de ésteres de colesterol e outros lipidos, macréfagos
¢ algumas células de muisculo liso. S3o visiveis como estrias ou manchas na intima da
aorta, artérias coronarias e outras artérias musculares largas. A infiltragdo de lipidos do
sangue parece afectar a formagdo destas lesdes. O papel das lipoproteinas aterogénicas
como, por exemplo, as LDL oxidadas, capazes de causarem a conversio de
macréfagos/monécitos em células 'foam' ou espumosas foi recentemente
reconhecido como estando na origem das estrias gordas. Estas lesdes podem regredir
mas também podem progredir para outra forma designada por placa aterosclerotica ou
ateroma (figura 3B), caracterizada por um nimero aumentado de células do musculo
liso da intima rodeadas por tecido conjuntivo ¢ quantidades varidveis de lipidos intra ¢
extracelulares. No lamen da artéria, a lesdo apresenta-se geralmente coberta por uma
capa fibrosa de células de musculo liso e tecido conjuntivo, com um arranjo lacunar.
Por baixo da lesdo, podera haver uma area de detritos necréticos, cristais de colesterol e
calcificagdod:9,

Niicleo lipidico

Figura 3A - Esquema simplificado de uma estria | Figura 3B - Esquema simplificado de uma placa

fibrosa?,




A progressdo da aterosclerose durante um certo periodo de tempo podera
dever-se ao aparecimento de novas lesdes ou por um aumento da gravidade das lesdes
pré-existentes, embora este Gltimo aspecto parega ser mais importante no
desenvolvimento da doenga’.

O desenvolvimento dos ateromas pode ser lento e progressivo ou apresentar-
se com complicagbes subitas. O crescimento progressivo ¢ muito lento, desenrolando-
se ao longo de décadas e da-se através da acumulagao de lipidos, proteinas do tecido
conjuntivo e proliferagio de varios tipos de células (miisculo liso, tecido conjuntivo).

As fases agudas de desenvolvimento sio maioritariamente causadas por
fissura ou ruptura de uma placa, geralmente jovem, rica em lipidos ¢ macréfagos e
pobre em tecido fibroso, resultando na formagdo de um trombo. A probabilidade de
fissura relaciona-se com a quantidade de lipidos extracelulares no nucleo da placa’.

Muitos estudos apontam ainda para a formagio preferencial das estrias em
bifurcagdes e locais nos quais as propriedades reologicas do sangue podem contribuir
para danificar o endotélio e levar a formagio de lesdes®:’.

A iabela 1 sumariza as fases da aterosclerose.

Tabela 1 - As fases da aterosclerose

1. Lesdo jovem:

Estrias gordas, elevagdes gelatinosas € microtrombos

2. Lesdo avangada:

Fibrose ¢ placas aterosclerdticas (ateromas)

3. C?rﬁplicagﬁes das lesdes:
Ulceragdo, calcificagdo e hemorragia (levando a apoplexia, gangrena, ancurisma

¢ enfarte)

L3. PATOGENESE DA ATEROSCLEROSE

A patogénese da aterosclerose ¢ um fendmeno multifactorial ¢ desenvolve-se
por fases. Existem varias teorias embora parcga provavel que nem todas os ateromas
s¢ desenvolvam seguindo a mesma sequéncia de eventos € que muitos passos estejam

envolvidos nesse desenvolvimento. As teorias podem dividir-se entre as que colocam



o énfase numa forma de dano ou disfungido endotelial (hipdtese de resposta a injuria)

e as que o colocam numa disfungio das células do miisculo liso (teoria monoclonal)8

1.3.1. TEORIA MONOCLONAL

A teoria monoclonal foi proposta apds a observagdo que algumas das placas
pequenas da aorta parecem derivar de uma tnica célula. Foi entdo sugerido que o
agente seria um mutagénio ¢ que a célula-alvo seria a célula do masculo liso®.

Outros estudos sugeriram ndo scr universal a monoclonalidade das placas ¢
que ¢ pouco provavel que seja importante no crescimento de uma placa para esta
causar dano clinico. No entanto, o caracter monoclonal de alguns ateromas merece

consideragio. E possivel que hajam agentes ambientais que promovam este tipo de

crescimento dos ateromas, como sejam, carcinogénios ¢ viris®,

1.3.2. TEORIA DA RESPOSTA A INJURIA

A teoria da resposta a injuria proposta por Ross®, junta observagdes
relacionadas com a integridade endotelial, fungdo celular dos macrofagos e células do
musculo liso, lipidos e formagdo de trombos. Nesta hipotese, pelo menos duas viag
podem levar & formagdo de lesdes da intima com proliferagio das células do misculo
liso.

Uma via, demonsirada na hipercoiesteroiemia, implica lesdo do endoiélio,
facto esse que vai induzir a secrecdo de factores de crescimento, antecedida pela
adesdo de mondcitos. Ambos os tipos celulares vio continuar a produzir factores de
crescimento e os mondcitos poderio penetrar no espago subendotelial e
transformarem-se em células "foam", levando a formagdo das placas fibrosas. Os
macrofagos poderdo igualmente danificar o endoiélio e ocorrer a agregagio
plaquetaria nos locais danificados, passando a existir mais um produtor de faciores de
crescimento, ou seja, as plaquetas.

Na segunda via, ndo s¢ verificam alteragdes morfologicas do endotélio mas ha
uma estimulagio das suas células que irdo produzir ¢ libertar factores de crescimento
que vdo induzir a migragdo ¢ proliferagio das células do musculo liso e
possivelmente a libertagdo de factores de crescimento pelas células de musculo liso

estimuladas. Esta via ou suas variantes poderdo ser importantes em casos de diabetes,



hipertensdo, tabagismo ou oufras circunstancias associadas com um aumento da

incidéncia de aterosclerose.

1.3.3. O PAPEL DOS MACROFAGOS

O mondcito € a fonte do macrofago, em quase todos os tecidos ¢ respostas
inflamatorias nas quais ¢ possivel enconfrar estas células. Uma das primeiras
interacgdes celulares que ocorrem durante a hipercolesterolemia ¢ a ligacdo e
migragdo subendotelial dos mondcitos. Para além disso, os macréfagos produzem
uma das substancias quimicatractivas mais potentes conhecidas, o leucotrieno B4, um
produto do acido araquidoénico, via o sistema lipoxigenase. Este ¢ outros produtos do
sistema lipoxigenase poderdo ser muiio importantes na modulagio da parede arterial
durante a aterogénese.

Os macrofagos tém receptores tanto para particulas de LDL nativas como
modificadas. Este facto e a sua capacidade de desesterificar e reesterificar o colesterol
sdo importantes para a acumulagio de lipidos no seu interior ¢ a formagdo das células
"foam". A sua localizagdo subendotelial, a acumulagio lipidica ¢ a fagocitose de
maieriais extracelulares represeniam a sua fungio "scavenger” normal.

Os macréfagos sdo capazes de causar dano a células vizinhas pela formagio
de substancias toxicas (anido superoxido, hidrolases lisossomais) e pela oxidagdo de
lipidos. Deste modo, podem danificar o endotélio sobrejacente € por em marcha os
acontecimentos que culminarie na proliferagio das lesdes aterosclerdticas. Neste
sentido, o desenvolvimento de uma estria gorda pode ser considerado como a resposta
inflamatéria a modificagdes locais na artéria. Estas modificagdes poderio cstar
associadas com alguns factores de risco de aterosclerose, como niveis plasmaiicos
¢levados de colesterol LDL nos casos de hipercolesterolemia.

Os macroéfagos estimulam a proliferagio de tecido conjuntivo, segregando um
mitogénio similar ao PDGF (“platelet derived growth factor” — factor de crescimento
derivado das plaquetas). ¢ também segregam um factor de crescimento dos
fibroblastos que € um potente mitogénio para as células do tecido conjuntivo ¢ células
endoicliais.

Resumindo, os macrofagos sdo células que com o estimulo apropriado, sio
capazes de sintetizar ¢ libertar trés factores de crescimento especificos para diferentes

celulas alvo: PDGF para as células do tecido conjuntivo como as células do misculo




liso e fibroblastos; factor de crescimento dos fibroblastos para as células endoteliais

vasculares; e factor de crescimento epidérmico para as células epiteliais®.

L4. LIPOPROTEINAS, ATEROGENESE E DESENVOLVIMENTO DE DCV

As lipoproteinas sdo as unidades funcionais de transporte no sangue dos
lipidos insoliveis em dgua. Além disso, as lipoproteinas contém "sinais" que regulam
o movimento de alguns lipidos, em particular, para dentro ¢ para fora de células ¢
tecidos-alvo. Apresentam-se como complexos de alto peso molecular, classificadas
de acordo com a sua densidade, solaveis em meio aquoso € compostas por varios
tipos de lipidos (colesterol, triglicerideos, fosfolipidos) ¢ uma ou mais proteinas
especificas designadas por apolipoproteinas. Cada lipoproteina ¢ constituida por um
nucleo de lipidos hidrofobicos rodeados por uma camada hidrofilica de lipidos
polares e apolipoproteinas. A figura 4 esquematiza a organizagio tipica de uma
lipoproteina.

As principais lipoproteinas sdo as quilomicras, VLDL ("very low density
lipoprotein"-lipoproteina de muito baixa densidade), LDL ¢ HDL que serdo discutidas

com mais pormenor nos capitulos seguintes.

Camada lipidica superficial
(fosfolipidos, colesterol, apolipoproteina)

Nucleo lipidico ndo polar
(triglicerideos, ésteres de colesterol)

Figura 4 - Esquema de uma lipoproteina. O corte permite ver o nucleo nio polar

composto por ésteres de colesterol e triglicerideos, rodeado por fosfolipidos e

apoljpoprotema(s)w.



L4.1. QUILOMICRAS
1.4.1.1. ASPECTOS BIOQUIMICOS

As quilomicras tém uma densidade inferior a 0,95g/ml ¢ formam-se nas
células da mucosa intestinal a partic das gorduras da dieta. Sio compostas
principalmente por triglicerideos, mas também tém fosfolipidos, colesterol ¢ secus
ésteres € como apolipoproteinas contém apoA-I, A-II, A-IV e B-48. A sua principal
fungao ¢ o transporte dos triglicerideos absorvidos da dieta. Do intestino passam para
o sistema linfatico e entram na circulagio geral pelo ducto toraxico.

Os triglicerideos das quilomicras servem de substracto a enzima lipoproteina
lipase (LPL) que os hidroliza libertando os acidos gordos para utilizagdo celular. A
LPL ¢ activada pela apolipoproteina C-II. As apoC e E das quilomicras, assim como
¢ésteres de colesterol sdo transferidos para as HDL, processo este que comega ja no
sistema linfictico. A medida que as quilomicras perdem os seus triglicerideos,
tornam-se mais pequenas e as particulas resultantes designam-se por quilomicras
remanescentes, enriquecidas em ésteres de colesterol e apoE. Estas novas particulas
sdo internalizadas pelo figado muito rapidamente, devido a presenga da apoE na sua
superficic que s¢ liga a LRP ("LDL receptor-related protein” ou "chylomicron
remnant receptor” - receptor das quilomicras remanescentes). Apenas em casos de
desordem metabdlica ou apds uma refei¢do rica em gorduras é possivel encontrar

quilomicras em circulagdo- 1011,

1.4.2. LIPOPROTEINAS DE MUITO BAIXA DENSIDADE - VL.DL
1.4.2.1. ASPECTOS BIOQUIMICOS

As particulas VLDL tém uma densidade inferior a 1,006g/ml, formam-se no
figado e sdo as principais responsaveis pelo transporte dos triglicerideos sintetizados
por este orgdo para os tecidos periféricos. Quando estas particulas passam para os
capilares, entram em contacto com a LPL, cuja acgdo ja foi referida. Da-se,

igualmente, transferéncia de colesterol ¢ seus ésteres ¢ de apoC ¢ E para as

lipoproteinas HDL..

As VLDL tém na sua composigdo as apolipoproteinas B-100, C ¢ E. Apds a
retirada de quase todos os ftriglicerideos pela acgio da LPL, obtém-se particulas
designadas por VLDL remanescentes ou IDL's ("intermediate-density lipoprotein -

lipoproteina de densidade intermédia), que permanecem em circulagdo. Algumas
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dessas particulas sdo internalizadas e removidas directamente pelo figado, cujas
c€lulas tém receptores que reconhecem e ligam a apoE. Estas particulas perfazem
cerca de 2/3 do total das VLDL remanescentes. O restante 1/3 € convertido em LDL,
um processo catalizado pelas enzimas LPL e lipase hepatica que se encontram no

parénquima hepatico3-10.12,

1.4.3. VLDL, QUILOMICRAS E ATEROSCLEROSE

A frac¢do de VLDL remanescentes convertida em LDL influencia muito a
concentragdo sérica desta ultima. Se mais particulas de VLDL forem produzidas,
mais particulas de LDL se formardo. Os factores determinantes de um aumento de
produgdo de VLDL hepatica sdo actualmente alvo de estudo12.13,

A ligagdo de VLDL ou de quilomicras a superficies arteriais contendo LPL
leva a lipolise dos triglicerideos e decréscimo de tamanho das particulas aderentes.
Modificagdes adicionais causadas por trocas lipidicas de natureza heterogénea,
mediadas por proteinas de transferéncia, com particulas de HDL e LDL resultam num
enriquecimento em ésteres de colesterol e aumento da aterogenecidade. A libertacdo
simultinea dos acidos gordos podera causar dano endotelial e iniciar acontecimentos
tromboticos. As trocas lipidicas estdo aumentadas em estados hiperlipidémicos.

Resumindo, a participagio das lipoproteinas ricas em triglicerideos na
aterogénese € possivel:

Directamente - o reconhecimento destas particulas pelos receptores dos
macrofagos resulta numa acumulagdo de colesterol nestas células;

Indirectamente - em situages de hipertrigliceridemia ha aumento das trocas
triglicerideos/ésteres de colesterol entre as VLDL e as HDL. As VLDL ricas em
ésteres de colesterol poderdo transportd-los para os macrofagos, enquanto que as
HDL enriquecidas em triglicerideos sofrem posterior metabolizagio e sdo
rapidamente depuradas. O efeito final ¢ uma acumulagfio de ésteres de colesterol nos
macrofagos e baixa dos niveis de HDL. Niveis aumentados de triglicerideos também
estdo associados com a produgiio de subespécies de LDL, mais pequenas, mais densas
que estdo associadas com um risco aumentado de DCV3.

Alguns dados apontam também para uma relag@o entre valores aumentados de

triglicerideos e alteragdes no sistema de coagulagdo, com niveis superiores de alguns
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factores de coagulagdo (Vllc, VIIc e Xc) e alteragdes nos factores fibrinoliticos

(PAI-1 aumentado e actividade do tPA diminuida)3.

I.4.4. LIPOPROTEINAS DE BATXA DENSIDADE - LDL
1.4.4.1. ASPECTOS BIOQUIMICOS

As LDL resultam da metabolizagdo das VLDL e tém valores de densidade
compreendidos entre 1,019 e 1,063 g/ml. Apresentam um nucleo constituido por
moléculas de colesterol esterificado, sendo a cadeia gorda mais comum o linoleato.
Este nuicleo hidrofobico € rodeado por fosfolipidos, colesterol ndo esterificado € uma
unica molécula de apolipoproteina B-100. Esta proteina glicosilada de 550kDa
contém 4563 aminoacidos ¢ ¢ sintetizada no figado. As apoB-100 sdo reconhecidas
pelos receptores de LDL presentes na membrana plasmatica de quase todas as células,
permitindo assim a entrada das LI nessas mesmas células, por um processo
designado por endocitose mediada por receptor de alta afinidade. Para além desta
via de degradagdo, as LDL sdo catabolizadas por outras duas vias: uma na qual os
macrofagos absorvem LDL modificada quimica ou fisicamente por um mecanismo
"scavenger”, niio sujeito a controlo "feedback” e outra, de baixa afinidade, presente
em todas as células. As LDL apresentam varias subpopulagbes que variam em
densidade, tamanho, massa molecular ¢ composigiol2.13,14,

A fungdo das LDL ¢ transportar colesterol para os tecidos periféricos ¢ ai
regular a sua sintese de novo.

Quando o metabolismo lipidico ocorre normalmente, as LDL sdo depuradas

pelo hepatdcito, onde o colesterol é eliminado juntamente com os sais biliares ou vai

constituir parte do "pool” de reserva de colesterol hepatico! 213,

1.4.4.2. LDL E ATEROSCLEROSE

Até hd pouco tempo s6 se considerava uma elevada concentragdo sérica de
colesterol como um importante factor de risco de DCV. Actualmente varios estudos
apontam para uma mediagdo destc risco através da LDI, a mais importante
lipoproteina transportadora de colesterol do soro que tendo sido identificada como a
principal lipoproteina aterogénica é também o principal alvo de uma terapia de
redugdo dos niveis de colesterol. A analise quimica de placas aterosclerdticas, apos

necropsia, aponta para uma composigdo em acidos gordos semelhante a plasmatica.
11



Além disso, moléculas de apoB-100 ¢ mesmo particulas de LDL foram identificadas
nessas placas. Restantes evidéncias provém de estudos de casos de
hipercolesterolemia, como a hipercolesterolemia familiar (HF), na qual h4 deficiéncia
de receptores de LDL, com aumento da concentragio sérica de LDL ¢ nos quais €
vulgar verificarem-se casos prematuros de DCV. Em estudos in vitro de aterogénese ¢
utilizando culturas de macrofagos e células do musculo liso, € possivel observar-se a
transformag3o em células "foam" induzida pela LDL12.

Existem virias teorias no que concerne os mecanismos através dos quais a

LDL produz aterosclerose (figura 5):

Agregacio
plaquetaria

/

Dano :
endotelial ~ _ \
N

<\ d—

"Aprisionamento'’
Pi‘ollferat;ﬁo de CQC/ \'ﬂlLDL l

de misculo liso /
‘.‘\ Auto-agregacdo
OLX

Modificagdes
quimicas

Formagdo de
células "foam"

Figura 5 - Mecanismos propostos de aterogénese!2 (oxXLDL=LDL oxidada).
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A teoria de dano endotelial proposta por Ross® sugere ser esse acontecimento
o primeiro passo da aterogénese, resultando na agregagdo plaquetaria na superficie
endotelial lesada, aonde as plaquetas vdo libertar factores de crescimento que causam
a proliferagdo das células de musculo liso. Modelos in vitro sugerem que altas
concentragdes de LDL podem ser toxicas para a superficie endotelial com o dano
resultante a levar a iniciagdo da aterosclerose. Segundo esta teoria, a LDL podera
promover aterosclerose sem nunca entrar na parede arterial. No entanto, as placas
aterosclerdticas contém grandes quantidades de colesterol, aparentemente derivadas
da DL circulante, motivo pelo qual a entrada da LDL parece ser um requisito para a
deposigdo do colesterol. As particulas de LDL sdo suficientemente pequenas para
penetrarem na parede arterial, passando entre ou através das células endoteliais,
dependendo a taxa de penctragdo da concentragdo plasmatica da LDL. Apos entrar
poderé desencadear uma série de acontecimentos que aceleram a aterosclerose!2.

A deposigdo de colesterol na matriz intracelular da parede arterial podera
advir da interacgdo entre a LDL e moléculas de proteoglicano e elastina, moléculas
para as quais a apoB-100 parcce ter uma grande afinidade.

A deposigdo das particulas de LDL na matriz extracelular podera levar a
degradagdo lenta dessas particulas, com modificagdes suficientes para permitir a sua
captura pela via "scavenger" dos macréfagos. Outras modificagdes poderdo ocorrer
como sejam oxidagdes!d, que de qualquer modo tornam as particulas de LDL
susceptiveis de entrarem pela via "scavenger”. De notar, que o colesterol acumulado
nas células de musculo liso que também se tornaram células "foam", parecer provir
igualmente da LDL..

Algumas evidéncias apontam no sentido de que as particulas de LDL depois
de oxidadas, serem um factor quimiotatico importante, atraindo macrofagos para as
lesdes em crescimento, parecendo apenas ser necessaria uma oxidagdo minima para
permitir esta acgdo por parte da LDL.

Em conclusiio, a LDL parece ser necessaria a formagao das estrias gordas. Ha
evidéncia de que outros factores de DCV como o tabagismo, hipertensio e diabetes
actuam principalmente na promogio da conversido das estrias em placas. Sendo assim,
a LDL pode ser considerada o principal factor de risco, o que é consistente com
evidéncias epidemiologicas - em populagdes com niveis baixos de colesterol LDL, o
desenvolvimento de aterosclerose avangada parece ser relativamente rara, mesmo na

presenga de outros factores de risco'”.
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1.4.5. LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDADE - HDL
1.4.5.1. ASPECTOS BIOQUIMICOS

As HDL influenciam a retardagdo ou regressdo do processo aterosclerdtico.

As HDL sdo capazes de captar o colesterol libertado para o plasma por células
mortas ¢ membranas em "turnover". Outra fungdo ¢ o fornecimento de apoC para as
quilomicras e VLDL.

As particulas de HDL apresentam um nucleo de ésteres de colesterol e
pequenas quantidades de triglicerideos. Na sua superficie encontram-se moléculas de
colesterol livre, fosfolipidos ¢ varias apolipoproteinas, das quais as A-I ¢ A-II sdo as
principais. As particulas de HDL podem ser separadas por ultracentrifugagio com
valores de densidades compreendidos entre 1,063 ¢ 1,21g/ml. Dentro deste intervalo
estabeleceram-se subdivisdes designandas por HDLj (d=1,125-1,210g/ml) e por
HDL, (d=1,063-1,125g/ml); estas ultimas subdividem-se, por sua vez, em HDLy,
(d=1,063-1,100g/ml) ¢ em HDL,, (d=1,100-1,125g/ml). A sua diferenciagio traduz-
s¢ igualmente por aspectos estruturais e funcionais. De referir que estudos recentes
apontam para a existéncia de pelo menos dez espécies discretas de HDL, que sdo
"mascaradas" pela ultracentrifugagiol0.15,

As HDL sdo sintetizadas no figado ¢ intestino, na forma de um precursor, a
HDL nascente, com forma discoidal, que contém fosfolipidos, colesterol, apoE ¢
apoA. Na circulagdo sanguinea adquire apoC e mais apoA de outras lipoproteinas e
colesterol livre tanto de lipoproteinas como de células. Uma aciltransferase presente
na HDL nascente, LCAT (lecitina:colesterol aciltransferase) esterifica essas
moléculas de colesterol com um acido gordo proveniente da fosfatidilcolina. Esta
enzima ¢ activada pela apoA-L Esse colesterol esterificado é rapidamente transferido
para as VLDL ou LLDL, pela acgdo de uma proteina de transferéncia de dsteres de
colesterol 10,16,

A figura 6 esquematiza os metabolismos das lipoproteinas até aqui referidas.

[.4.5.2. HDL E ATEROSCLEROSE
O efeito anti-aterogénico da HDL ¢ explicado pelo transporte reverso de
colesterol. Neste mecanismo o colesterol livre € transferido das células periféricas

para uma subpopulagio de HDL aceitadora. A transferéncia do colesterol €
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influenciada pela difusdo do colesterol da membrana plasmatica para os espagos
intersticiais. Um mecanismo adicional produtor de efluxo de colesterol é sugerido
pelo papel da HDL ligando-se a locais especificos da superficie celular, referidos
como receptores de HDI.. Esta ligagdo resulta no inicio de fenomenos intracelulares
que levam a translocagdo de colesterol intracelular para a membrana plasmatica. Este
colesterol ¢ transportado no sistema linfatico periférico para o ducto toraxico e
finalmente para a circulagdo sistémica. O colesterol livre é entdo esterificado pela
LCAT, os ésteres sdo transferidos pela acgdo da CETP ("cholesteryl ester transfer
protein” - proteina da transferéncia de ésteres de colesterol) da HDL para a LDL ¢
finalmente para a VLDL. Na forma de VLDL, os ésteres de colesterol sdo absorvidos
pelo figado através dos receptores de LDL14,

As particulas de HDIL, ¢ de IDIL; sofrem continua remodelagdo e

interconversdo na circulagdo através da acgdo da LCAT, CETP e lipases. A
participagdo e actividades relativas destas enzimas resultam na distribuigdo final das
subpopulagdes de HDL. Ambas as concentragdes estio diminuidas em DCV, sendo a
redugdo de HDL, proporcionalmente maior do que a de HDL,,

Actualmente ha dificuldade em concluir inequivocamente qual é a diminuigio
mais significativa. A HDL total ¢ um bom, se nio melhor prognosticador de DCV do
que as fracgdes, pois tem a vantagem de ser menos controverso e mais facil de
determinar. Ha a salientar que a grande variagdo dos resultados encontrados é devida
as diferentes técnicas de separagdo e o facto de muitos estudos nio considerarem
devidamente o papel da colheita ¢ a preservagio adequada das amostras, factores que
influenciam muito os resultados, dado a remodelagio das particulas continuar in vitro,

apos a colheital4,
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Figura 6 —Esquema representando os locais de origem e degradagio das virias
lipoproteinas assim como os seus metabolismos!”.

A, B, C e E referem-se as apolipoproieinas ¢ FC, PL, CE ¢ TG ao colesteroi
livre, fosfolipidos, €steres de colesterol e triglicerideos, respectivamente.

As quilomicras transportam os lipidos alimentares para a circulagdo sistémica
¢ transformam-se em quilomicras remanescentes pela acgdo da LPL. Estas novas
particulas sdo internalizadas pelo figado. As VLDL transportam os TG sintetizados
pelo figado para o plasma, onde sofrem degradagdo parcial, originando as IDL. As
IDL sdo internalizadas via os receptores LDL (que as reconhece devido as apoB-100
¢ apoE) ou sofrem mais degradagio para originar as LDL. A HDL sdo sintetizadas no
figado e intestino, recebendo igualmente materiais de outras lipoproteinas ¢ de

células.
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L.4.6. LIPOPROTEINA (a) - Lp(a)
1.4.6.1. ASPECTOS BIOQUIMICOS

A Lp(a) ¢ uma variante genética da LDL, com semelhangas em termos de
conteido e composigido lipidicos. Sdo muito ricas em ésteres de colesterol ¢
apresentam uma parte proteica constituida por uma molécula de apoB-100 ligada por
uma ponte bissulfito a apolipoproteina(a), que ¢ uma glicoproteina.

A Lp(a) apresenta grande heterogeneidade de densidade devido a grande
variagdo do contelido ¢ composigdo dos lipidos do seu nicleo ¢ polimorfismo de
tamanho da sua glicoproteina especifica. Em alguns individuos o polimorfismo de
densidade pode também advir do facto da Lp(a) poder conter duas moléculas de
apo(a) por cada molécula de apoB100, em oposigio a estequiometria 1:1, mais
comum. A sua heterogeneidade encontra-se tanto em individuos normolipidémicos

como dislipidémicos!8.19,

1.4.6.2. Lp(a) E ATEROSCLEROSE

A concentragdo plasmatica de Lp(a) ¢ o fendtipo da apo(a) estio relacionados
com o risco de DCV e de doenga cérebrovascular.

Ha evidéncia de acumulagdo de Lp(a) nas placas aterosclerdticas humanas.
Apos infiliragdo na parede arterial, estas particulas poderdo ligar-se a componentes da
matriz extracelular, como a fibronectina e glicosaminoglicanos. Ficam imobilizadas,
contribuindo para a acumulagdo extracelular de colesterol e podem sofrer oxidagdo. O
seu conteudo de acidos gordos, fosfolipidos, triglicerideos e particulas antioxidantes
vai determinar o seu comportamento oxidativo. A Lp(a) contém cerca de 25% menos
vitamina E ¢ 40% menos B-caroteno que a LDL. A Lp(a) modificada por produtos de
degradagdo da peroxidagio lipidica, como o malondialdeido, é absorvida activamente
pelos macréfagos pela via "scavenger" 18,19,

Outro aspecto das Lp(a) que contribui para a sua acg¢do aterogénica, resulta
dos seus efeitos na fibrindlise, devido a sua semelhanga estrutural com o
plasminogénio, o zimogénio inactivo da plasmina, que ¢é a enzima principal da
fibrinolise. A fibrindlise tem um papel muito importante na prevengdo de acidentes
trombaticos ¢ a plasmina actua sobre a fibrina, tendo como resultado a clivagem desta
em fragmentos solaveis. O plasminogénio da origem a plasmina pela acgdo do t-PA,

como se esquematiza na figura 7.
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A Lp(a) pode interferir tanto com os componentes celulares como com os
componentes proteicos envolvidos na fibrindlise. Podera ligar-se a fibrina com
posterior inclusdo na lesdo ¢ aumento do contetdo em colesterol desta Giltima. Por
outro lado, poderd competir com o plasminogénio para os locais de ligagio i fibrina,

inibindo a sua activagdo pelo t-pA na superficie da fibrina!8.19,

FIBRINOLISE LIGACAO A FIBRINA

[ I
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o ara

PAREDE VASCULAR

Figura 7 - As actividades pro-aterogénicas e pré-trombéticas da Lp(a). A
dircita, a interacgdo da Lp(a) contendo uma isoforma activa com afinidade para a
fibrina poderd resultar na inclusio da Lp(a) na placa em desenvolvimento,
aumentando o seu contedo em colesterol. A esquerda, a Lp(a) podera competir com
o plasminogénio (PLG) para a ligagdo a fibrina, inibindo deste modo a activagdo do
PLG pelo t-PA na superficie da fibrinal®.
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1.5.7. APOLIPOPROTEINAS A

A apoA-], a principal apolipoproteina da HDL ¢ a mais abundante do soro
humano, medeia o cfluxo de colesterol das membranas das células periféricas.
Funciona também como activadora da enzima LCAT!L:13,

A apoA-II ¢ também uma proteina estrutural da HDL ¢ foi indicada como
activadora da lipase hepatica.

A apoA-III também designada por apoD) aparece na composi¢do da HDL ¢
Juntamente com a apoA-I forma um constituinte do complexo de transferéncia de
ésteres de colesterol, que € responsavel pela transferéncia desses ésteres recém-
sintetizados para outras lipoproteinas! 113,

A apo-IV ¢ uma glicoproteina sintetizada no intestino, componente das

quilomicras! 1,13,

1.4.8. APOLTPOPROTEINAS B

As apolipoproteinas B sdo sintetizadas no intestino e no figado e nio migram
de uma lipoproteina para outra. Sdo elementos estruturais essenciais das quilomicras,
VLDL, IDL, LDL ¢ Lp(a), pois sendo um ligando para os receptores de LDL,
facilitam a entrada de colesterol para os tecidos. Promovem também a acumulagio de
colesterol nos tecidos arteriais quer por modificagdes oxidativas quer por ligagio aos
proteoglicanos da matriz extracelular.

Nos humanos a molécula intestinal, designada por apoB-48, corresponde aos
2152 aminodcidos da extremidade amino da molécula hepatica, a apoB-100.
Aparentemente a apoB-48 ndo inclui o dominio de ligagdo aos receptores de LDL. A
apoB-100 entra na composigdo das VLDL e LDL enquanto que a apoB-48 se

encontra nas quilomicras! 1,20,

1.4.9. APOLIPOPROTEINAS C

trés grupos: apoC-I, C-II e C-IIL
A apoC-I ¢ activadora da enzima LCAT10.20,
A apoC-II ¢ um cofactor da enzima LPL ¢ durante a lipolise é transferida para

as lipoproteinas ricas em triglicerideos para acelerar o seu catabolismo!1.20,
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A apoC-III, a mais abundante das apoC, ¢ uma glicoproteina polimorfica,
apresentando pelo menos trés formas que dependem do seu conteudo em dcido

sialico. E um regulador, possivelmente um inibidor da LPL in vitro! 1,20,

1.4.10. APOLIPOPROTEINAS E

As apolipoproteinas E sdo sintetizadas em varios tipos de células. O gene
codificador da apoE humana ¢ polimorfico, apresentando trés alelos (52, £3 e g4) que
codificam trés isoformas (E2, E3 ¢ E4) que diferem entre si pela substitui¢io de um
unico aminoacido e pela sua afinidade de ligagdo para os quatro receptores de apoE.
A combinagdo das trés isoformas da origem a seis fendtipos com as seguintes
frequéncias populacionais, semelhantes em ambos os sexos: 3/3 (60%), 3/4 (20%),
2/3 (14%), 4/4 (3%), 2/4 (2%) e 2/2 (0,5%). O polimorfismo da apoE é um
importante determinante de risco de DCV ¢ da doenga de Alzheimer, com a
prevaléncia do alelo 54 muito aumentada nesses doentes, em relagdo aos individuos
normais.

A apoE serve como ligando para viarios receptores celulares, sendo um
importante elemento na remogdo das lipoproteinas ricas em apoE (VLDL,
quilomicras remanescentes ¢ IDL) e portanto na homeostase do colesterol ¢
triglicerideos. Desempenha igualmente fungbes na activagio de viarias enzimas

lipoliticas como a I.PL, LCAT e lipoproteina hepatica?!.22,
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I1. O CONSUMO DE BEBIDAS ALCOOLICAS E DCV

I.1. RELACAO ENTRE CONSUMO DE BEBIDAS ALCOOLICAS E
REDUCAO DE RISCO DE DCV - ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS E
ECOLOGICOS

Varios anos de estudos epidemioldgicos, clinicos e experimentais sobre
aterosclerose € DCV, tém evidenciado uma relagdo inversa entre consumo moderado
de bebidas alcodlicas e risco de morte por DCV. Estudos em populagdes, tanto mistas
como unisexuais, demonstram ser essa relagdo independente de idade e
soxo23.24252657

Existe, no entanto, controvérsia sobre a existéncia de equivaléncia no que
concerne o efeito protector, entre os varios tipos de bebidas alcoolicas. Alguns
estudos epidemioldgicos tendo como base um questionario sobre habitos e
preferéncias alimentares, concluiram ndo haver diferengas significativas. Outros
provam uma relagdo inversa mais significativa para o consumo de vinho.

Varios trabalhos descrevem uma associagdo com uma curva em forma de J ou
U entre consumo de alcool e risco de doengas cardiovasculares, com o menor risco
encontrado entre os consumidores moderados € o maior risco entre os ndo
consumidores ¢ os fortes consumidores. A observagdo de que os ndo consumidores
tém uma maior incidéncia de DCV do que os moderados levou a caracterizagio do
consumo moderado como sendo "protector”. Esta classificagio ¢ plausivel atendendo
a que se observa um aumento da concentragio de HDL com o consumo de
4lc00125,28,29,

Shaper3? apresentou o argumento de que a maior incidéncia de DCV nos nio
consumidores se devia ao facto de muitos abstémios o serem devido a fracas
condigdes de sadde ¢ que muitos eram na realidade ex-consumidores que tinham
deixado de beber em consequéncia de doengas relacionadas com o alcool. A partir
desta publicagdo muitos estudos tém contrariado esta teoria e tém excluido este tipo
de pessoas dos seus estudos.

Jackson3! num estudo do tipo caso-controlo, salienta a maior probabilidade de
homens com enfarte de miocardio ou que morreram de doenga corondria serem
abstémios totais do que os respectivos controlos (que sio individuos escolhidos
aleatoriamente da mesma populagdo, do mesmo sexo ¢ com idades semelhantes).
Apds controlo de todos os possiveis factores interferentes, pessoas em todas as

categorias de consumo tinham, no minimo, uma redugdo de 40% do risco de doenga
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corondria fatal e nio fatal, quando comparados com os abstémios. A redugdo de risco
era sempre superior nas mulheres do que nos homens, em todas as categorias mas em
nenhum dos géneros havia um efeito dose-resposta claro.

Concluem os autores que os resultados obtidos apoiam a hipdtese de que o
consumo moderado ou ligeiro de alcool reduz o risco de doenga coronaria. Os efeitos
separados do vinho, cerveja ¢ bebidas espirituosas foram estudados, ndo tendo sido
encontradas diferengas. Os autores referem, no entanto, ser a capacidade do seu

estudo em diferenciar entre as varias bebidas muito pequena.

Marmot ¢ Brunner3? reviram os vérios estudos que até 1991 abordavam a
relagdo entre consumo de alcool ¢ risco de DCV. Nas figuras 8 ¢ 9 apresentam-se o0s
resultados encontrados para consumos moderados. Apesar das falhas que
eventualmente cada estudo pode apresentar, ¢ de salientar a consisténcia de resultados
obtidos em populagdes tio distintas como a Norte-Americana, Japonesa ou Porto-
Riquenha.

Referem um outro aspecto, ja aqui citado e alvo de muitas criticas nos estudos
efectuados que € a inclusdo de individuos que deixaram de beber por problemas de
sa(de, na categoria dos ndo consumidores ¢ assim aumentar a taxa de doenga nesta
categoria. No entanto, varios estudos conseguiram fazer a scparagdo enire ex-
consumidores ¢ abstémios totais ¢ permitiram concluir que embora os primeiros
apresentem um risco maior de mortalidade por DCV, essa diferenga desaparecia apds
ajuste para os varios outros factores de risco conhecidos.

Uma variante do argumento supracitado ¢ que os abstémios terio uma satde
mais débil do que os consumidores, dai ndo consumirem habitualmente bebidas
alcodlicas. Seriam essas condigdes de saide as responsaveis pela maior taxa de DCV
entre os abstémios. Trés argumentos sdo apresentados pelos autores para rebater esta
explicagdo: Primeiro, muitos estudos excluem pessoas com evidéncia de doenga nio
cardiovascular, e continuam a obter 0 mesmo tipo de relagio entre consumo de alcool
¢ risco de DCV; segundo, seria de admirar que para este pretenso grupo de pessoas
doentes se verificasse apenas um risco de DCV aumentado e nio o de outras doengas,
mas os dados existentes indicam que se ha um risco aumentado de outras doengas
para os abstémios, esse valor ¢ menos pronunciado do que o obtido para DCV;
terceiro, se pessoas com doengas pré-existentes sdo recrutadas como nio
consumidores para estudos de seguimento, isto seria responsivel por maiores taxas de

doenga nos primeiros anos, com um abaixamento, 3 medida que o tempo ia passando.
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Isto ndo acontece, havendo uma persisténcia de menores taxas de mortalidade entre
os consumidores moderados, ao longo do tempo.

Este trabalho realga ainda a dificuldade de obtengdo de dados correctos quanto
ao consumo de alcool até porque os métodos de avaliagio do mesmo variam bastante
de estudo para estudo. Apesar disso, este aspecto parece ter pouco impacto nos
resultados obtidos para risco de DCV e ndo parece afectar a capacidade dos varios
trabalhos de demonstrar que o aumento de consumo de ilcool se associa com um
aumento de mortalidade por um conjunto de outras causas, como se representa na
figura 10. Esta figura é uma representagdo tipica dos resultados obtidos em muitos
dos estudos efectuados e que enfatiza o efeito diferente que as bebidas alcodlicas

parecem ter nos casos de DCV, em relagdo a outro tipo de situagdes.

Risco g
relativo
Acidentes
1.7
! vi | Todos os cancros
Deencgas
1.5 cerebrovasculares
1.4
Todas as causas
13}
1.2 +
1.1
1
41 DCV
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ocasionais
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Figura 10 - Consumo de alcool ¢ risco relativo de morte devida as quatro
causas mais comuns ¢ morte por todas as causas. Os valores obtidos foram ajustados

para a idade e consumo de tabaco3!.
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Se um numero significativo de consumidores fortes fosse classificado como ndo
consumidor, seria dificil a interpretagdo dos resultados. No entanto, para este aspecto
ser responsavel pelo maior risco de DCV na categoria dos nio consumidores seria
necessario que o grau e a direcgdo das informagdes erréneas tivesse ocorrido com
uma extensio muito semelhante num vasto leque de estudos e em diferentes

condigdes sociais.

Em 1992, Renaud e Lorgeril®3 descrevem o chamado Paradoxe Francés que
se caracteriza por uma baixa incidéncia de DCV em varias regides de Franga em
comparagdo com outros paises industrializados, apesar das populagdes apresentarem
valores de pressdo arterial, colesterol sérico, indice de massa corporal ¢ consumo de
labaco semelhantes. A regido mediterrdnica da Franga tem menor incidéncia de
mortalidade por DCV do que as outras regides ¢ 0s autores sugerem que uma dieta do
tipo mediterrdnico (grande consumo de pdo, vegetais, fruta € queijo) em conjunto
com um consumo preferencial de vinho (20-30g/dia) sdo responsiveis por essa
protecgao.

Varios estudos ecologicos34-3% apoiam a hipétese do Paradoxo Francés. A
associagdo mais forte verificava-se para o consumo de vinho e essa relagio era
independente do consumo de tabaco, dieta e produto nacional bruto. Alguns autores
comentam, ser o efeito superior do vinho em relagio as outras bebidas, um artefacto
devido a haver uma maior variagdo do consumo de vinho entre os varios paises ¢
quanto maior for a variagdo no consumo, maior sera a probabilidade de se encontrar
uma relagdo significativa entre consumo ¢ risco de DCV.

Outros investigadores30 acham que todas as bebidas estio relacionadas com
um nisco diminuido e que assim sendo, uma parte substancial do beneficio obtido
pelo consumo de bebidas alcodlicas parece advir do efeito do 4lcool mais do que dos
outros componentes de cada tipo de bebida.

Mesmo assim continuam pouco claras as diferengas entre os varios tipos de
bebidas, principalmente porque poucos trabalhos tém o poder estatistico suficiente
para examinar cada tipo de consumo separadamente. As estimativas para os fortes
consumidores variam muito; essa diferenca pode relacionar-se em parte com
discrepincias nos intervalos de consumo utilizados nas varias investigagdes. Muitos
estudos demonstrando maior protecgdo para esta categoria, tinham um nimero muito
reduzido de individuos com um consumo muito forte em relagio a estudos com

conclusbes contrarias. Além disso, quando existem dados obtidos por autépsia, ¢
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dificil fazer a distingdo entre uma morte por doenga corondria ¢ morte por
cardiomiopatia induzida por forte consumo de alcool37, dado o estreitamento
coronario ser tipico das duas situagdes. De salientar que o consumo forte de alcool
aumenta a pressdo arterial, um factor de risco de DCV. Assim sendo, quando o
consumo atravessa a barreira entre moderado ¢ forte, os beneficios poderdo comegar a
ser contrabalangados pelos efeitos adversos.

Alguns investigadores chamam a atengdo para a possibilidade de os nido
consumidores serem diferentes dos consumidores em mais aspectos do que apenas o
padrido de consumo de bebidas alcodlicas ¢ estas diferengas poderem influenciar os
seus valores de risco de DCV. E de salientar que foi encontrado um risco maior para
os ndo consumidores, quer entre os Americanos de origem niponica, entre os quais
47% caem nessa categoria, quer entre populagdes britinicas, que apenas tém 6% de
nio consumidores32. E bastante improvavel que os aspectos que distinguem as duas
categorias de consumidores sejam idénticas nas duas sociedades citadas. Para além
disso, muitos estudos mostram que os consumidores tém tendéncia para apresentarem
comportamentos que aumentam o scu risco pois os consumidores regulares
apresentam uma maior percentagem de fumadores e, em geral, os consumidores
fortes ¢ moderados ingerem mais gorduras saturadas que os ndo consumidores e
consumidores ligeiros. No entanto, apds ajuste para os varios factores interferentes, o

efeito final € reforcar a associagio inversa entre consumo alcodlico e risco de DCV.

Estudos mais recentes?%27.36,38.39.40,41.42 continuam a demonstrar uma curva
em forma de U ou J para a relagdo entre consumo de bebidas alcodlicas e risco de
DCV, tanto para homens como para mulheres. Verifica-se igualmente um aumento da
concentragdo serica de IIDL como o consumo com aproximagdo, em varios casos, a
situagdes de relagdo dose-resposta. Ndo ha consenso sobre qual a fracgio de HDL que
sofre aumento mais pronunciado. Parece haver também aumento dos niveis de apoA-

I.. Para consumos clevados parece haver uma diminuig¢io dos niveis de LDL.

Em concluséo, de todos os trabalhos consultados a grande maioria aponta para

um efeito benéfico do consumo moderado de bebidas alcoolicas.
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III. ATEROSCLEROSE E ANTIOXIDANTES
I11.1. PEROXIDACAO LIiPIDICA

E um dos principais mecanismos responsaveis pelas lesdes celulares ¢ mesmo
morte ¢ apresenta-se esquematizado na figura 11. Pode ser iniciada por um radical
livre e os peroxidos lipidicos que se formam podem, por sua vez, fragmentar dando
varios produtos como sejam mais radicais, hidrocarbonetos e aldeidos volateis,

extremamente toxicos para as células?3.

Iniciagio: Produgdo de¢ L-= Podera ser pelo ataque de um radical

como o hidroxilo: LH + HO- - H,O + L
Propagacgio: Le & €y 3 LK
LOO- + LH—» LOO- + L-

Terminagio: LOO- + LOO- — Produtos moleculares

Figura 11 - Peroxidagdo lipidica, estando representadas as quatro reacgdcs
elementares (LH = lipido molecular; I+ = radical lipidico centrado num carbono;

LOO- = radical peroxilo lipidico).

Os produtos da peroxidagdo lipidica (radicais peroxilo e hidroperoxidos, entre
outros) podem participar em reacgdes em cadeia, cujas consequéncias se resumem na

tabela 2.

Tabela 2 - Potenciais consequéncias da peroxidagdo dos lipidos dos tecidos.

*Alteragdo das fungdes membranares (receptores, enzimas, permeabilidade)
*Modificagdo da L.DL

*Alteragdo das fungdes plaquetarias

*Modificagdo das fungbes dos macréfagos ("scavenging” da DI, modulagio
imunitaria)

*Alteragdo da cascata do acido araquidonico

*Polimerizagdo das proteinas

*Promogdo da aterogénese

*Mutagdes do DNA
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Ao longo da ultima década, varios estudos tém tentado averiguar o papel da
peroxidagdo lipidica na aterogénese. A peroxidagdo lipidica parece estar envolvida
nas modificagdes de naturcza oxidativa da LDL que como ja foi referido, sdo
mecanismos potentes que aumentam a sua aterogenecidade.

E também significativo o facto da LDL oxidada (ox.LDL) conter produtos da
peroxidagdo lipidica extremamente citotdéxicos que vio ter uma acgido quimiotictica
sobre 0os monocitos € plaquetas, exercendo também um efeito citotoxico nas células
endoteliais, uma proliferagdo das células musculares com libertagdo de colagénio,
elastina e proteoglicanos. A oxL.DL depositada nas paredes arteriais podera libertar
estes compostos bioactivos de um modo continuo, irritando a camada endotelial ¢
inibindo o efeito vasodilatador do factor relaxante derivado do endotélio ¢ assim
contribuir para a evolugdo das lesdes aterosclerdticas. A oxLDL podera também
causar distirbios na homeostase eicosanoide ¢ agregagdo plaquetaria assim como na

expressdo dos genes?4:45,

I11.1.1. MODIFICACAO OXIDATIVA DA LDL

A oxidagdo da LDL comporta varios aspectos que se esquematizam na figura
12. As alteragoes oxidativas da LDL resultam na modificagdo quimica, por produtos
da peroxidagdo lipidica, de partes da apoB-100 das quais os grupos s-amino das
lisinas sdo particularmente susceptiveis. As particulas modificadas deste modo ja nio
se ligam aos receptores normais da LDL mas sim aos receptores "scavenger"49.

Cada particula de LDL contém cerca de 2200 moléculas de colesterol (livre +
esterificado) e cerca de 2600 moléculas de acidos gordos, dos quais cerca de metade
sdo acidos poliinsaturados (PUFAs), com uma presenga predominante dos acidos
linoleico (18:2), araquidénico (20:4) e docosahexanoico (22:6). A LDL é, portanto,
rica ndo 80 em colesterol mas também em PUFAs que sio moléculas muito
susceptiveis a peroxidagio lipidica, ¢ todos sdo protegidos pela presenga de varios
antioxidantes. O principal € o o-tocoferol, com uma média de sete moléculas por
particula de LDL. Outros potenciais antioxidantes na LDL sdo o y-tocoferol, p-
caroteno, o-caroteno, licopeno, criptoxantina, cantaxantina, luteina, zeaxantina,
fitoflueno, retinoides ¢ ubiquinol-10, mas encontram-se em quantidades 20 a 300

vezes inferiores ao a-tocoferol. A proporgio molar entre PUFAs e antioxidantes
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totais é, em média, de 150:1, mas existe uma grande variagdo interindividual dos

perfis de 4cidos gordos e antioxidantes?4.

Entrada nos
macréfagos

ApoB
fragmentacio
desnaturag¢io
agregacio

4-HNE MDA

| Ides cipricos :

Ataque de Radlcais de oxigénio
radicals? (origem celular?)

Figura 12 - O mecanismo da modificagdo oxidativa da LDL. Este esquema ¢
um modelo de uma particula de LDL e dos efeitos do ataque de radicais livres aos
seus lipidos ¢ apolipoproteina. Representam-se 10es cupricos para ilustrar a sua
capacidade de gerar radicais através da indugdo da degradagio dos perdxidos
lipidicos endogenos (ROOH*). A propagagdo da peroxidagdo dos lipidos
lipoproteicos (RH) € ilustrada assim como as propriedades bloqueadoras de cadeia do
a-tocoferol (toc). RO-, radical alcoxilo lipidico; ROO-, radical hidroperdxilo lipidico;
R-, radical lipidico; ROOH:, peroxido lipidico; toc-, radical tocoferilo; A, outro
radical aceitador; MDA, malondialdeido; 4-HNE, 4-hidroxinonenal46.
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O mecanismo de oxidagdo da LDL in vivo é ainda matéria de especulagdo
(embora se considere a intervengdo das lipooxigenases), assim como a identidade do
radical iniciador do processo. E geralmente aceite que radicais centrados em atomos
de oxigénio ¢ certas células como os macrofagos e neutréfilos geram grandes
quantidades de anido superdxido, como produto das suas actividades metabolicas ¢
como parte da sua fungdo biologica, respectivamente. O radical hidroxilo

extremamente reactivo, tem uma vida curta e ¢ pouco provavel que cause dano a LDL
mas existem outras espécies como os radicais hidroperoxilo (HO,-), que ja podem

exercer a sua acgdo nefasta. A LDL contém pequenas quantidades de perdxidos

lipidicos enddgenos que sdo suficientes para, na presenga de ides de metais de

transigdo, catalisar a formagdo de radicais alcoxilo (RO-) e perdxilo (ROO-) que
propagam o processo de peroxidagido. Na auséncia de ides metilicos livres, os anides
superoxido t€m pequeno efeito na LDL mas podem favorecer significativamente a
ac¢do dos ides cipricos que sdo bons estimuladores da peroxidagio da LDL46:47,

A oxidagdo da LDL comega quando um radical iniciador abstrai um atomo de
hidrogénio de um dos PUFAs. Uma vez formado, o radical centrado num itomo de
carbono do PUFA reage muito rapidamente com o oxigénio molecular dando um
radical peréxilo lipidico ¢ um novo radical PUFA. E esta ultima reacgdo que propaga
a cadeia de peroxidagdo lipidica. Se ndo ocorre nenhuma terminagdo de cadeia, um
unico acontecimento de iniciagdo pode converter todos os PUFAs em hidroperéxidos
lipidicos. O tamanho preciso da cadeia, isto €, o nimero de PUFAs oxidados em
relagdo a cada radical iniciador depende de muitos factores especialmente dos
antioxidantes.

Os antioxidantes da LDL "competem" com a propagagdo da cadeia por muito
eficientemente fazerem o "scavenging” dos radicais peréxilo lipidicos. Isto pode ser
demonstrado in vitro pois se a LDL for exposta a condigdes pro-oxidantes antes que
quantidades substanciais de hidroperoxidos lipidicos se formem, a LDL fica
depletada dos seus antioxidantes, com o o-tocoferol a ser consumido primeiro ¢ o B-
caroteno em ultimo - ¢ a chamada fase "lag" da oxidagdo da LDL. S6 quando a LDL
perde quase todos os seus antioxidantes é que a fase de propagagio tem inicio e os
seus PUF As sdo rapidamente oxidados a hidroperoxidos lipidicos. Segue-se a fase de
decomposi¢io na qual os hidroperéxidos originam uma série de produtos, incluindo
produtos finais estaveis como aldeidos, hidrocarbonetos gasosos, epoxidos ¢ alcodis.

Esta sequéncia de acontecimentos foi demonstrada para a oxidagdo de LDL iniciada
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pelos macréfagos € ides de cobre e independentemente do modo de iniciagdo?. Na
ultima fase de decomposi¢io, a oxLLDL tem mais ou menos as mesmas propriedades

quimicas ¢ biologicas que se apresentam na tabela 3.

Tabela 3 - Propriedades da oxL.DL comparadas com as da LDL natival> ™

#Taxa aumentada de entrada ¢ degradagio pela via “scavenger", levando i
formagao de células "foam"

¢ Taxa reduzida de entrada via receptores de LDL

¢ Carga negativa aumentada

#Densidade aumentada (podera chegar a 1,07 ou 1,08)

4 Contetdo aumentado de lisolecitina

#Contetdo diminuido de PUF As devido a oxidagido

#Contetido aumentado de formas oxidadas de colesterol

#Fragmentagio da apoB-100; contetido diminuido de lisina, histidina e prolina

4 Actividade quimiotactica para os monécitos humanos circulantes

¢ Citotoxicidade (na auséncia de soro)

* As modificagdes oxidativas foram efectuadas por incubagiic com células endoteliais com 10-100ug

de LDL por mililitro de meio Ham F-10 (protein free), durante 20-24h a 37°C. Resultados semelhantes
podem ser obtidos por incubagdo com culturas de células de musculo liso ou macrofagos de peritoneu

de rato, ou por incubagio durante varias horas com SuM de ides cupricos na auséncia de células.

Um pré-requisito para a geragio de uma particula de LDL modificada de tal
modo que seja internalisada pelos macrofagos € a decomposigdo dos perdxidos
lipidicos em aldeidos. O malondialdeido (MDA), o 4-hidroxinonenal (4-HNE) ¢
provavelmente outros aldeidos gerados na particula de LDL parecem serem
responsaveis pela criagdo de novos epitopes na apoB-100, por ligagio covalente as
cadeias laterais dos aminoacidos, reconheciveis pelos receptores "scavenger". A
aminoguanidina, um composto com grande afinidade para os aldeidos, previne a
alteragdo da apoB-100 mediada pela oxidagdo da LDL pelas células endoteliais ou
ides chpricos. Epitopes de apoB-100, caracteristicos da oxLDL tém sido encontrados

em lesdes arteriais ¢ a LDL extraida das paredes arteriais tém caracteristicas
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semelhantes as da oxI.DL. Autoanticorpos contra proteinas modificadas pelo MDA

ou 4-IINE (talvez apoB) estio presentes no plasma humano4:46,

I11.2. ANTIOXIDANTES BIOLOGICOS E MECANISMOS DE ACCAO

Uma séric de enzimas ¢ compostos designados por defesas antioxidantes
inibem a iniciagdo e/ou propagagdo dos danos oxidativos nas biomoléculas. A
importancia relativa de cada um dos varios antioxidantes in vivo, isto €, as suas
contribuigdes relativas para a capacidade antioxidante total ndo estio bem
compreendidas. Além disso, os antioxidantes poderdo actuar cooperativamente in
vivo para dar maior protecgdo ao organismo contra os danos dos radicais, com um
efeito final que ndo seria possivel obter pela actuagio solitaria de cada um deles?3:43,

Os antioxidantes podem ser divididos em dois grupos de acordo com o seu
modo de acgdo: antioxidantes preventivos ¢ antioxidantes bloqueadores de cadeia.

Na tabela 4 apresenta-se uma das classificagdes possiveis das defesas

antioxidantes biologicas.

Tabela 4 - Sistemas defensivos antioxidantes segundo a sua localizagio celular.

INTRACELULAR MEMBRANAR EXTRACELULAR
Superdxido dismutase Vitamina E Ceruloplasmina
Catalase B-caroteno Transferrina
Peroxidase Ubiquinol-10 Lactoferrina
DT-diaforase Albumina
Glutationa (reduzida) Haptoglobulinas
Proteinas quelantes de metais Vitamina C
Sistemas proteoliticos Acido trico
Sistemas reparadores de DNA Vitamina E
Vitamina C
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IT1.2.1 ANTIOXIDANTES PREVENTIVOS

O precursor molecular da fase de iniciagdo da peroxidagdo é geralmente o
H,0O, ou um perdxido lipidico. Os antioxidantes preventivos reduzem a taxa a qual as
novas reacg0es em cadeia sdo iniciadas. Este efeito podera ser levado a cabo de varias
maneiras, incluindo a conversdo dos hidroperéxidos em compostos mais estaveis
como alcoois ¢ aldeidos ou pela remogdo ou inactivagdo dos ides metalicos que
participam nestas reacges?3,

Nos sistemas vivos, a conversdo dos hidroperoxidos esta a cargo da enzima

catalase (CAT; EC 1.11.1.6) que catalisa a reacgio:

2H202 —> ZHQO o (_)2

¢ da glutationa peroxidase (GPX; EC 1.11.1.9), que contém selénio ¢ que cataliza a

oxidagio da glutationa (GSH)49-50:

H,0, + 2GSH > GSSG + 2H,0

As proteinas plasmaticas transferrina e albumina, previnem a decomposigio
catalitica dos peroxidos pelo sequestro dos ides férricos e capricos, respectivamente.
A lactoferrina, segregada pelas células fagociticas actua de um modo semelhante A
ceruloplasmina, igualmente uma proteina plasmatica, actua como antioxidante
preventivo ao promover a oxidagio do Fe?* a Fe3*, que apresenta uma actividade
catalitica inferior. As haptoglobulinas sdo proteinas com a capacidade de se ligarem a
hemoglobina ¢ assim retardar os scus efeitos estimuladores na peroxidagdo pela

libertagio de ferro durante a sua decomposigio?3-50.

Os carotenoides sdo potentes "quenchers" do oxigénio singleto, inactivando
esta espécic quimica assim como outros radicais, que de outro modo iriam iniciar
reacgdes prejudiciais como a peroxidagdo lipidica. Tém também uma significativa

actividade sequestradora de radicais43-51,
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I11.2.2. ANTIOXIDANTES BLOQUEADORES DE CADEIA

Este tipo de antioxidantes reage directamente com os radicais.

Entre estas defesas antioxidantes conta-se a vitamina E ou tocoferol (o, B, v €
8) que reagindo com varios radicais livres com a produgdo concomitante do radical
cromaxilo (vit.E-O) inibe as reac¢des de propagagdo. O radical cromaxilo ¢ capaz de
reagir consigo proprio ou com outros antioxidantes fisiologicos como o acido
ascorbico, que contribui assim para a regeneragdo da vitamina E e pode também
reagir com radicais peroxilo e o oxigénio singleto. Esta interacgido entre as vitaminas
E ¢ C € um bom exemplo das interacgdes entre os varios antioxidantes bloqueadores
de cadeia no plasma e que podem ser importantes para uma eficientc manutengdo dos
niveis de peroxidagdo lipidica. A vitamina E s pode sequestrar radicais per6xilo na
fase lipidica, enquanto que a vitamina C, urato ¢ glutationa s6 o podem fazer na fase
aquosa. No entanto, se a vitamina E estd presente na fase lipidica, a vitamina C pode

regenerar a E a partir do radical a-tocoferoxilo?8.49,50,

O acido Urico ¢ um importante antioxidante parccendo ter uma melhor
capacidade de "aprisionamento” de radicais peroxilo, sendo também um bom
quelante de ides metalicos em formas que ndo promovem reacgdes de radicais. Possui
alguma actividade como antioxidante preventivo ao proteger o ascorbato da oxidagio
por ides cupricos ¢ da oxidagdo induzida pelo ferro. Ha evidéncias de que o urato

"estabiliza" o ascorbato no plasma humano sem consumo paralelo aparente de
urato. 43,4849,

A glutationa protege os lipidos contra a peroxidagdo por reagir com radicais
livres ¢ decompér peroxidos lipidicos. E também importante na defesa contra a
radiagdo ionizante, reduzindo hidroperéxidos (lipidicos, nucleotidicos ou

simplesmente H,0,), numa reacgio catalisada pela GSH peroxidase?3.48,49,

Nas condigdes fisiologicas normais, o radical da fase aquosa mais comum ¢,
provavelmente a anido superoxido, O,™, que se encontra em equilibrio com o seu
acido conjugado, o radical hidroperdxilo, HO,, que sendo muito mais reactivo, é

mais deletério. A enzima superéxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) ao catalisar a

dismutagdo dos anides superéxido:
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desempenha um papel muito importante entre as defesas antioxidantes. E também
considerada um antioxidante bloqueador de cadeia®3-4°. A forma presente no citosol

dos eucariotas contém cobre ¢ zinco, designando-se por CuZnSOD.

I11.3.ANTIOXIDANTES BIOLOGICOS E ATEROSCLEROSE

O papel da oxLLDL na aterogénese esta bem definido. A susceptibilidade da
LDL ao stress oxidativo depende do balango entre o seu conteudo em acidos
poliinsaturados ¢ antioxidantes, em particular, a vitamina E.

Viérios estudos epidemiolégicos € nio $6°1,92,53,54.55.56 demonstram uma
relagdo inversa entre niveis de vitaminas C ¢ E ¢ mortalidade devida a doenga
isquémica cardiaca ¢ doenga coronaria. Esses trabalhos apontam para uma interacgdo
cooperativa dos varios antioxidantes, donde um certo nivel de vitamina E podera
parecer adequado/protector quando os niveis de todos os outros antioxidantes sio
suficientes, mas quando ndo ¢ este o caso o efeito protector da mesma concentragio
de vitamina E podera ndo ser adequado. Apesar de varios antioxidantes serem
inibidores da oxidagdo da LLDL in vitro, apenas o probucol, o c-tocoferol ¢ o
ascorbato parccem ter essa acgdo in vivo.

De todos os trabalhos referidos torna-se evidente o papel protector dos

antioxidantes, em especial a vitamina E, contra as doengas cardiovasculares.
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IV. EFEITOS ESPECIFICOS DO VINHO
IV.1. EVIDENCIAS EPIDEMIOLOGICAS

Tendo por base dados da OMS, St.Leger3> encontrou uma forte correlagdo
negativa entre mortalidade por DCV e consumo de vinho em dezoito paises
57,58

desenvolvidos, como se ilustra na figura 13. A grande maioria dos estudos

corrobora estes dados, embora também haja alguns dizendo o contrario.

o YEUA
5 —,...‘Y_..; e .,.v...,..v‘-Ausu_aua.,._.‘.‘_w_.. N T T T —
E g | - ®°" Novazemnam o
ob, ¥ Canada,
§ o ...v.lnrg;.::[e‘;'rgc_caluh... ........................ e
W, 9 nda’
S 6 .Y Noruega' B aamilih < el sk s s s cns i 8 e
Q Dinamarca
- N S— R v.s'uéda‘_'__,.,Y,Bélglca 5
b
g 4_ ¥ Y Austia
1 Alemanha
] e
g - vsu'¢.‘ a4 Itdla
£ 3~ v
v g Franga
A
O“Jl ELERRALY I T T
A “hy 1.6 4.0 96

Consumeo d;e vinho (ong:asfdia)

Figura 13 - Relagdo inversa entre consumo médio de vinho per capita e

mortalidade por DCV em dezoito paises ocidentais33.

Nanji et al 5 sugerem haver uma redugio da mortalidade anual por DCV, em
paises como os Estados Unidos, imputavel a um aumento desproporcionado da
percentagem de consumo de vinho em relagdo a outros tipos de bebidas alcodlicas,

enquanto que em paises como a Italia, Franga ¢ Hungria se nota um aumento da
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mortalidade pelas mesmas causas, aumento esse relacionado com um pequeno

decréscimo ¢/ou redugio do consumo de vinho.

Alguns autores>”-8 chamam a atengdo para as diferengas de estilos de vida
entre 0s consumidores com preferéncia para um tipo de bebida, sugerindo que o
consumo de vinho podera reflectir mais consciéncia do que ¢ saudavel e aderéncia a
dietas que favorecem a redugdo de mortalidade por DCV e nio excluem a hipotese de
o efeito protector mais poderoso do vinho se dever a um maior consumo e melhor
nutri¢do nos paises com grande consumo dessa bebida.

Marmot et al3? tinham anteriormente feito referéncia a este aspecto social do
consumo de vinho, que por si s6 esta associado a um risco inferior. Citam no entanto,
alguns estudos em que essa vertente tinha sido tomada em consideragido, ¢ nos quais o
aparente papel protector do vinho foi encontrado nas mais variadas culturas, entre as

quais os factores associados com as classes mais altas tendem a ser diferentes.

A populagido do sul de Franga apresenta um consumo de gorduras saturadas,
um nivel de colesterol sérico ¢ taxas de risco semelhantes aos de populagdes como a
finlandesa ou norte-americana mas, no entanto, a incidéncia de morte por DCV é
bastante inferior (tabela 5). A explicagio para este fendmeno, conhecido como o
Paradoxo Francés33, foi atribuida a dieta, rica em vegetais, fruta, pio, queijo ¢ em
especial, vinho e que se designa por dieta do tipo Mediterranico (tabela 6).

Os autores, utilizando dados da OMS ¢ da OCDE (Organizagio para a
Cooperagio ¢ Desenvolvimento Econdmico) referentes a dezassete paises, mostraram
que dos diversos alimentos apenas as gorduras dos produtos lacteos tém uma
associagdo positiva com a taxa de mortalidade por DCV, com um valor de correlagio
significativamente alto (r=0,73, p<0,001), quer para populagdes mistas (figura 14),
quer para homens ¢ mulheres, separadamente. O grifico apresentado evidencia o
Paradoxo Francés ao situar a Franga afastada da linha de regressdo. O Reino Unido
aparece como o paradoxo oposto.

Os investigadores utilizaram modelos multivaridveis ¢ os dados anteriores
para demonstrar ser o vinho o tnico produto alimentar que se correlaciona de um
modo significativo com mortalidade por DCV, para além das gorduras lacteas (figura
15). Neste tipo de andlise, o consumo de vinho tem um sinal negativo, indicando um
papel protector. Neste grafico ¢ possivel observar que a Franga se situa perto da linha

de regressdo, ja ndo constituindo um paradoxo em relagio aos outros paises.
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Tabela 5 - Mortalidade anual por DCV ¢ factores de risco em populagdes MONICA*

(faixa etaria: 35-64 anos)33

Centro Mortalidade anual Concentragéo Presséo sistolica Percentagem de
MONICA por DCV/10000 média de colesterol média (mmHg) fumadores regulares
individuos {mg/dl) (%)
Homens | Mulheres | Homens Mulheres | Homens Mulheres | Homens Mulheres

Japdo 33 9 - - - --- --- -
Beijing,China 49 27 163 166 130 129 50 16
Toulouse, 78 11 230 224 133 128 37 17
Franga
Strasbourg, 102 21 218 216 145 137 34 15
Franga
Lille, Franga 105 20 252 248 139 135 39 11
Suiga 103 17 248 232 132 126 32 21
Stanford EUA 182 48 209 205 128 124 40 37
Belfast, RU 348 88 232 236 135 132 34 33
Glasgow, RU 380 132 244 248 138 134 52 50

* O projecto MONICA ¢ um sisterna mundial de monitorizagio de DCV, organizado pela OMS. Os

dados apresentados referem-se ao ano de 1989,

Tabela 6 - Mortalidade por DCV, colesterol HDL ¢ dieta em homens de trés centros

MONICA franceses>-.
ESTRASBURGO TOULOUSE LILLE
Mortalidade per DCV/1 0° homens 102 78 105
Conc. média colesterol HDL (mg/dl) 45 52 60
Dieta (g/dia):
Pio 164 225 152
Vegetais 217 306 212
Fruta 149 238 160
Manteiga 22 13 20
Queijo 34 51 42
Gorduras vegetais 16 20 15
| Vinho 286 383 267
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Figura 14 - Relagdo entre taxa de mortalidade por DCV (valor médio para
homens e mulheres) e consumo de gorduras lacteas, em paises que reportam consumo

de vinho33,
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Figura 15 - Relagdo entre mortalidade por DCV (valor médio para homens e
mulheres) e consumo de gorduras lacteas e vinho, em paises que reportam consumo
de vinho33.
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Estes resultados sugerem ser o efeito "distanciador" da linearidade causado pela
ingestdo de gorduras lacteas, contrabalangado pelo consumo de vinho.

Outra ilagdo que se pode tirar da comparagio das figuras 14 e 15 € que o
efeito protector do vinho € também valido para a Suiga e outros paises
industrializados. Na figura 15 o Reino Unido aproxima-se da linearidade,

provavelmente pelo baixo consumo de vinho nesse pais.

IV.2 POSSIVEIS MECANISMOS PARA O PAPEL PROTECTOR DO VINHO
Como ja foi referido o consumo moderado de vinho parece ter efeitos

protectores em homens, mulheres, idosos e fumadores devido a um aumento dos

niveis de HDL, a uma redugdo dos niveis das lipoproteinas aterogénicas, uma reducio

do stress e possivelmente uma reduggo da actividade plaquetaria.

IV.2.1. ACCAO DO ALCOOL NOS MECANISMOS HEMOSTATICOS

Para além da infiltragdo lipidica nas artérias coronarias, a trombose é outro
dos factores de enfarte de miocardio. Associagdes entre concentra¢des aumentadas de
trés factores hemostaticos (fibrinogénio, factor VII e PAI-1) e DCV tém sido
demonstradas em estudos epidemiologicos®?. Varios trabalhos apontam para que uma
parte do efeito protector das bebidas alcoolicas e portanto do vinho, possa ser
mediado por mecanismos hemostaticos. O consumo ligeiro ou moderado de alcool
reduz de uma forma aguda a agregagio plaquetaria e, por inferéncia, o risco de
trombose23:25.62 Ha igualmente indicagdes de redugdes, in vivo e in vitro, dos
factores de coagulac@o e alteragdes do metabolismo dos eicosanoides, levando a uma
redugdo da sintese do tromboxano acoplada a uma sintese aumentada de prostaciclina
vasodilatoria. Estes sdio factores com um grande potencial na redugio de risco de
DCV entre consumidores moderados de alcool, dado uma agregac¢do plaquetaria
aumentada ser um forte risco para uma maior incidéncia de doenga cardiovascular24.

O etanol também modula a fibrindlise, reduzindo assim a capacidade de
coagulagdo. Experiéncias envolvendo consumo de alcool durante curtos espagos de
tempo, demonstraram concentragdes aumentadas de plasminogénio e activadores do
plasminogénio e t-PA24.63 sendo esse associagdo independente de alteragdes nos

lipidos e lipoproteinas.
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1V.2.2. COMPONENTES PARTICULARES DO VINHO E SUA ACCAO

Os alimentos de origem vegetal, incluindo as bebidas, exercem o seu efeito
benéfico através de uma redugdo do consumo de gorduras e fornecendo um melhor
equilibrio de acidos gordos. Para além disso fornecem um conjunto de substancias
bioactivas que poderdo reduzir a ocorréncia de fendémenos oxidativos como a
peroxidagdo lipidica e assim retardar o aparecimento de doengas cronicas, entre elas,
o cancro € doengas cardiacas.

Os tecidos vegetais sdo os principais produtores de o-tocoferol, acido
ascorbico ¢ carotenoides para além de uma grande variedade de compostos fendlicos.
Muitos alimentos de origem vegetal contém varios flavonoides hidroxilados ¢ outros
compostos fenolicos em quantidades que variaveis®4. Os flavonoides geralmente
ocorrem como O-glicosideos com agucares ligados no C3 (figura 16) ¢ consistem
principalmente em antocianinas, flavonois, flavonas, catecinas e flavanonas.
Demonstram uma grande variedade de efeitos bioquimicos e farmacologicos,
incluindo ac¢des anti-inflamatorias, anti-alérgicas, antioxidantes, anti-microbianas e

inibidoras da agregagao plaquetaria®5:66.67.68,

Figura 16 - Estrutura dos flavonoides: Flavonois, X=OH; quercetina, R;=OH, R,=H;
kacmpferol, R|=H, R,=H; miricetina, R;=OH, R,=OH; flavonas, X=H; apigenina,
RIZH, RZ:H; luteolina, RI:OH, R2:H.

S30 nccessarios mais estudos epidemioldgicos para dar suporte aos dados

experimentais existentes sobre as variadas acgdes bioldgicas destes compostos. E, no

entanto, de referir o estudo epidemiolégico levado a cabo por Hertog at a9 que vem

dar apoio as evidéncias experimentais da inibigdo in vitro da oxidagio da LDL. Neste
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estudo foi possivel encontrar uma relagdo inversa entre consumo de flavonoides e
mortalidade por DCV, assim como incidéncia de enfarte do miocardio, mesmo apos
ajuste para os varios factores de risco.

Fontes importantes dos flavonoides sdo os vegetais, frutas ¢ bebidas (sumos,

vinhos, chas), estas Gltimas responsaveis por cerca de 25-30% da ingestio diaria.

IV.2.2.1. 0S COMPOSTOS FENOLICQS DO VINHO
Na composigdo dos vinhos, 0s compostos fenolicos correspondem a cerca de
0,1-0,2% do peso total’%. A maior diferenga entre o vinho tinto ¢ branco é um maior

conteido de constituintes fendlicos do primeiro?4, principalmente de flavonoides

(cerca de 20 vezes mais) - tabela 7.

Tabela 7 -Estimativa do contetdo fenolico (mg/dl) para vinhos comerciais jovens 0

Vinhos de mesa Vinhos doces

Branco Tinto Branco Tinto
Nio-flavonoides, Total 165 200 145 190
Fendis volateis 1 5 1 5
Tirosol 14 15 9 10
Hidroxibenzoatos 10 40 5 35
Hidroxicinamatos 140 140 130 130
Flavonoides, Total 35 1000 60 700
Catecinas 25 75 50 80
Antocianinas e derivados 0 400 0 300
Outros flavon. monoméricos 0 25 5 20
Taninos di- e poliméricos 5 500 5 300
Fenois totais 200 1200 205 890

Os bagos de uva, vinhos e subprodutos dos bagos tém grandes quantidades de

compostos fenolicos, especialmente flavonoides, com concentragdes de 1000-1800

mg/ml%. Resultados obtidos com vinho desalcoolizado mas com todos os seus
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humana contra a oxidagio catalisada pelo cobre”l. As células endoteliais dos vasos
sanguincos produzem um factor (provavelmente o o6xido nitrico), que causa a
relaxagdo do misculo liso € que se pensa ser um importante mecanismo das defesas
contra a aterosclerose. In vitro, os compostos fendlicos do vinho favorecem a
produgdo do 6xido nitrico e causam a relaxagdo vascular de aneis de aorta’?.

Os consumidores de fruta e vegetais ingerem uma quantidade razoavel de
flavonoides, porém a ingestdo de dois copos de vinho tinto por dia, aumenta o
conteiido de flavonoides da dieta em 40%. De notar também que a biodisponibilidade
nas frutas e vegetais nunca foi devidamente comprovada dado os flavonoides so
muito recentemente terem sido medidos no soro. Além disso os flavonoides estio
presentes em formas poliméricas ¢ glicosidicas complexas que ndo serdo facilmente
degradadas pelos sucos digestivoes ¢ s¢ o forem, a sua relativa insolubilidade em meio
aquoso poderd limitar ou até evitar a sua absorgdo. Em contrapartida, durante a
fermentagdo do vinho esses agregados sdo quebrados em formas monoméricas ¢ os
10% ou mais de 4lcool do vinho ajudardo a manter os flavonoides em solugio estavel
na garrafa ¢ muito provavelmente no intestino humano?4.

Experiéncias in vivo mostram igualmente um aumento do potencial
antioxidante plasmatico (determinado por uma técnica de quimioluminiscéncia) com
o consumo de vinho tinto’3. Neste trabalho individuos normais ingeriram vinho tinto,
branco ¢ doses altas de vitamina C. Nove individuos que ingeriram 300ml de vinho
tinto apresentaram um aumento de 18% da capacidade antioxidante do soro uma hora
apos a ingestdo ¢ de 11%, duas horas apés. A mesma quantidade de vinho branco
produziu um aumento de 4% ¢ 7%, respectivamente. A ingestio de 1000mg de acido
ascorbico (5,7mmol), por quatro individuos, produziu um aumento de 22%, uma hora
apos ¢ de 29%, duas horas apos. Paralelamente foram realizados ensaios in vitro da
capacidade antioxidante de varios sumos de fruta, vinho branco e tinto, com os
valores mais altos a serem obtidos com esta Gltima bebida (tabela 8).

Nao parecem exislir dados sobre 0 mecanismo ou mecanismos precisos que
estdo na origem do aumento de potencial observado, nem sobre os polifenois

particulares que poderdo estar envolvidos neste tipo de fendmeno.
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Tabela 8 - Capacidade antioxidante total de varias bebidas”3 (os sumos utilizados

eram recém-espremidos).

BEBIDA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE/ pmol/l
Vinho tinto (nove variedades) 10000-20727
Vinho branco (quatro vaﬁedades) 872-1284 -
Sumo de maga 7890
Sumo de laranja 2000
Sumo de uva 680 i

Kanner et a/®* estudaram o efeito antioxidante dos compostos fendlicos de
vinhos na catalise da peroxidagdo lipidica por substincias biologicas como a
mioglobina, citocromo c, ascorbato de ferro ¢ ides de cobre, tendo sido obtidos
valores de inibigdo expressos em /5p(=concentragdo de uma substincia que produz
uma inibigdo de 50%) com concentragdes de 0,2, 0,35 e 0,9ug de fenois/l,
respectivamente. Outra determinagdo da capacidade antioxidante dos compostos
fenélicos do vinho foi efectuada utilizando um sistema contendo LDL oxidada ex vivo
por ides cupricos ¢ comparando com o efeito obtido com o o-tocoferol. A oxidagao
era inibida de um modo mais eficiente pelos polifendis (/5 inferior a 1uM) do que
pelo tocoferol (/5 igual a 2uM).

Em vérios dos sistemas usados pelos autores, os compostos fendlicos
actuaram com um /5 inferior a 1uM. Esta maior actividade podera ser atribuida a um
efeito sinérgico da mistura de compostos fendlicos. Varios antioxidantes muito
activos poderdo interactuar preferencialmente com radicais ferrilo (X-Fe#==0 ) ou
radicais livres. Os compostos fendlicos resultantes (OxPh) sdo subsequentemente
reduzidos ¢ possivelmente regencrados por outros compostos fenolicos menos

activos®4,

Ph(1) + ROO —» OxPh(1) + ROOH

OxPh(1) + Ph(2) > Ph(1) + OxPh(2)
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Resumem-se na tabela 9 algumas das propriedades dos flavonoides.

Tabela 9 - Algumas propriedades biologicas dos flavonoides ¢ outros compostos dos

vinhos ¢ alimentos vegetais3®.

*Scavenging de radicais livres
* Acgoes antioxidantes — prevengdo da peroxidagao lipidica
*Protecgdo contra a oxidagdo da LDL
*Inibigdo de enzimas oxidativas e hidroliticas (envolvidas na cascata do acido
araquidonico):
Fosfolipase A,
Ciclooxigenase
Lipooxigenase

* AcgOes anti-inflamatorias

IV.2.2.2. OS COMPOSTOS FENOLICOS E A ATEROGENESE

As propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos estio bem
documentadas. Frankel”! demonstrou que o vinho tinto reduz a oxidagio ex vivo da
LDL humana. A adigdo de 4 ¢ 10 uM de polifendis extraidos do vinho, causava 60 e
85% de inibi¢do da oxidagdo da LDL, respectivamente. Extractos de vinho tinto, sem
alcool, diluidos 5000 vezes ou um extracto etandlico das uvas diluido 200 vezes,
protegiam contra a oxidagdo. Uma diluigdo do vinho de modo a obter uma
concentragio de 10uM de polifendis tinha o mesmo efeito protector que a quercetina
na mesma concentragdo. Os compostos fendlicos vinicos eram mais eficientes que o

tocoferol na redugdo da oxidagdo da LDL.

Outros autores’475 fizeram estudos semeclhantes, obtendo resultados
indicativos de que os compostos fendlicos que se encontram no vinho com diferentes
niveis, sdo activos na protecgdo da LDL contra a oxidagdo, embora alguns sejam mais
activos do que outros. As propriedades fisicas ¢ quimicas da cada composto sio,
provavelmente, muito importantes para a explica¢do da sua actividade antioxidante e

se a absor¢do de cada um deles for provada eles poderdo contribuir para a prevengio
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da oxidagdo in vivo da LDLE. Os niveis da cada polifenol depende, por sua vez, do
tipo de solo, processos de vinificagdo, entre outros factores. Um exemplo destes
factores advem dc um estudo’® em que se demonstrou que os processos de
vinificagdo que incluem uma pré-incubagdo do mosto com as peles das uvas antes ¢
durante a fermentagio eram os mais eficientes na prevengio da oxidagio da LDL in

vitro, para os vinhos tintos e para alguns vinhos brancos.

Muitos estudos tém versado sobre os efeitos toxicos agudos da ingestdo de
altas doses de fitoquimicos como os flavonoides e compostos fenolicos. No entanto,
estes em concentragdes baixas, como as existentes nas uvas € vinhos, poderio exercer
varios efeitos benéficos como 0s que se resumiram na tabela 9.

Os flavonoides, como os do vinho, tém a capacidade de reagirem com anides
superdxido, hidréxilo ¢ radicais peroxilo lipidicos. A grande variedade de compostos
presentes no vinho ¢ com potenciais redox diferentes poderda interactuar
sinergeticamente e assim dar, em concentragdes baixas, efeitos protectores contra a
oxidagdo lipidica ¢ concebivelmente retardar as reacgbes patologicas que dai

advem’6,

As acgdes benéficas na retardagio da aterogénese, segundo De Whalley?’,
devem-se a actuagdo dos flavonoides protegendo e talvez regenerando o tocoferol,
por efeitos antioxidantes directos ¢ pelo "scavenging" de radicais livres e radicais

peroxilo.

IV.2.2.3. OS COMPOSTOS FENOLICOS E A TROMBOSE

Os antioxidantes vegetais, como os do vinho, poderio também ser eficazes na
redugio da trombose ¢ do bloqueamento de artérias, acontecimento este presente em
mais de 90% das mortes por DCV. A agregagio plaquetaria ¢ induzida pelo
tromboxano, TX A, que s¢ forma a partir da cascata do acido araquidonico, sendo a
sintese destes compostos promovida pelos hidroperdxidos lipidicos que se formam
rapidamente em resposta a injlria de tecidos ¢ também durante as rcacgdes
inflamatorias, na presenga de macrdéfagos ¢ plaquetas. Os antioxidantes inibem a
peroxidagdo lipidica pela redugdo da concentragdo desses hidroperéxidos em geral, ¢
por inibigio das cnzimas ciclooxigenase ¢ a lipooxigenase da cascata do 4cido

araquidonico e assim reduzir a sintese do tromboxano ¢ eicosanoides S,
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V. APOPULACAO PORTUGUESA

A populagio portugucsa tem uma alimentagio do tipo mediterranico, na qual
o vinho ¢ o azeite tém consideravel expressdo. No entanto, ao longo dos ultimos anos
t€m vindo a dar-se modificagbes com um incremento no consumo de lipidos totais,
devido fundamentalmente a um maior consumo de oleos e gorduras (especialmente
oOleos vegetais € margarinas), de carne, de leite ¢ seus derivados. Ao mesmo tempo

verifica-se uma tendéncia para a diminui¢do do consumo de azeite. Sobre o consumo

; - ; ; = 79,80
de bebidas alcodlicas e em especial de vinho, ndo foram encontrados dados

Embora o tipo de alimentagao dos Portugueses possa levar a especular sobre a
existéncia de fendmenos semelhantes ao Paradoxo Francés, a falta de dados sobre as
taxas de mortalidade ¢ as suas relagdes com os hdbitos alimentares nacionais &
grande. As doengas cardiovasculares permanccem a primeira grande causa de morle
em Portugal correspondendo, em 1996, a 41,7% do total de dbitos ¢ tem sido notorio

o peso cada vez mais significativo destas doengas na mortalidade®'.

VI. OBJECTIVOS DO TRABAILHO

O presente trabalho pretende, em primeiro lugar, tentar estabelecer e/ou
confirmar na populagdo portuguesa, ¢ recorrendo para tal a uma pequena amostragem
da mesma, as diferengas entre os varios marcadores lipidicos relaciondveis com o
consumo de bebidas alcodlicas, ¢ se possivel, com o consumo de vinho em particular,
dado esta bebida ter uma produgdo e consumo preferencial em Portugal.

Em segundo lugar, este trabatho pretende obter dados sobre a relagdo entre
consumo de bebidas alcodlicas € aumento do poder antioxidante sérico ¢ quais os
clementos intervenientes nesse aumento, isto €, se ha aumento dos niveis das defesas

antioxidantes enddgenas enzimaticas e nio enzimaticas.

47



MATERIAL E METODOS




L1. AMOSTRAGEM

Os participantes neste trabalho foram todos voluntarios € a todos foram
explicados os objectivos gerais do trabalho e obtido o seu consentimento.

Todos os participantes preencheram um inquérito sobre os seus habitos
alimentares, consumo de tabaco, consumo de bebidas alcodlicas, medicagdo, actividade
profissional ¢ actividade fisica voluntaria, histéria clinica (com principal incidéncia nas
doengas cardiovasculares) ¢ historia clinica familiar. Inclui-se um exemplar do
formulario do inquérito, em anexo, no fim desta secgio.
séricos elevados na enzima y-glutamiltransferase, que ¢ indicadora de fungdo hepatica
alterada.

1.2. COLHEITAS DE SANGUE

As colheitas das amostras de sangue de todos os participantes foram efectuadas
por venipunctura € recolhendo-se, por individuo, dois tubos de sangue sem
anticoagulante, um tubo com K3EDTA ¢ um tubo com heparina-litio como
anticoagulantes.

Os tubos de soro foram centrifugados a 3500 rpm durante 10 minutos sendo o
soro separado e aliquotado. As aliquotas ndo necessarias para o trabalho diario foram
congeladas a -20°C.

Os tubos de sangue com EDTA, apds retirada de uma aliquota, foram
centrifugados a 3500 rpm durante 10 minutos ¢ nunca excedendo os 60 minutos apds a
colheita. O plasma (designado a partir deste ponto como plasma EDTA) assim obtido
foi aliquotado sendo as aliquotas ndo utilizadas, congeladas a -200C. O pellet de
eritrcitos foi lavado com cloreto de sodio 0.9% e hemolisado com 3 volumes de dgua
bidestilada fria. O lisado obtido foi utilizado no procedimento 1.12. As aliquotas nio
utilizadas no dia foram congeladas a -70°C.

L3. DETERMINACAO DO COLESTEROL TOTAL

A detettninacio da concentragdo sérica do colesterol total foi efectuada
recorrendo a um kit comercial (Cholesterol, Boehiringer Mannheim, ref, n® 1442350),
baseado no método colorimétrico enzimatico CHOD-PAP da ﬁoehringer Mannheim,
dule se dpresentd de seguida:



colesterol
Esteres de colesterol + HpO ————— Colesterina + RCOOH
esterase
colesterol
Colesterina + Oy ———» A -Colestenona + Hp0O9
oxidase

peroxidase
2H,O9 + 4-Aminofenazona + Fenol

— 4-(p-Benzoquinona-monoiminoe)-fenazona + 4Hy O

As determinagdes foram efectuadas em aliquotas de soro fresco.
As leituras espectofotometricas foram realizadas a 500nm. Para todas as leituras
deste trabalho foi utilizado um espectofotometro Shimadzu UV-265.

L.4. DETERMINACAO DO COLESTEROL HDI,

A determinagdo da concentragdo sérica do colesterol HDL foi efectuada
recorrendo a um precipitante de compra (HDL-C, Boehringer Mannheim, ref.
n°543004). Neste método, as quilomicras, VLDL ¢ LDL sio precipitadas pela adigdo
de acido fosfotlingstico e ides de magnésio 4 amostra. A centrifugagio deixa apenas
HDL no sobrenadante sendo o seu conteudo em colesterol determinado em seguida,
pelo método CHOD-PAP descrito no ponto L.3.

As determinagdes foram efectuadas em aliquotas de soro fresco.

L5. DETERMINACAQ DO COLESTEROL LDL

recorrendo a um kit comercial (LDL-C, Bochringer Mannheim, ref. n°726290)
baseado no método da precipitagio pelo sulfato de polivinilo. Neste método as LDL
sdo precipitadas pela adigdo de sulfato de polivinilo a amostra € a sua concentragio ¢
caiculada a partir da diferenga entre o colesterol total dessa amostra e o colesterol no
sobrenadante, apos centrifugagdo, ambos determinados pelo método Colesterol-PAP,
descrito no ponto 1.3.

As determinagdes foram efectuadas em aliquotas de soro fresco.
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L.6. DETERMINACAO DOS TRIGLICERIDEOS
A determinagdo da concentragdo sérica dos triglicerideos foi executada
recorrendo a um kit comercial (TG Unimate 7, Roche, ref. n°0736805). As
determinagdes sdo efectuadas pelo método GPO-PAP, um teste enzimatico
colorimétrico, pelo qual a concentragdo sérica dos triglicerideos € determinada apos
hidrélise enzimatica por lipases. Pela acgdo caialitica de uma peroxidase, forma-se um
composto corado, a quinoneimina:
lipases
Triglicerideos + H;O ——— glicerol + acidos gordos
glicerol cinase
Glicerol + ATP > glicerol-3-fosfato + ADP
glicerol fosfato oxidase

Glicerol-3-fosfato + O, ———» fosfato de dihidroxiacetona + H;O,

peroxidase

2H,0; + 4-aminofenazona + 4-clorofenol — quinoneimina + HC1 +4H,0

As leituras espectofotométricas foram realizadas a 500nm, num autoanalizador
COBAS MIRA. As determinagdes foram efectuadas em aliquotas de soro fresco ou
aliquotas de soro congelado a -200C.

L.7. DETERMINACAO DA APOLIPOPROTEINA A-I

A determinagio da concentragdo sérica da apolipoproteina A-I foi efectuada
por imunoturbidimetria recorrendo a um kit comercial (apo Al, Boehringer Mannheim,
ref, n® 1174380), usando anticorpos especificos. A reacgdo imune na qual se forma um
complexo anticorpo-antigénio causa uma turbidez que aumenta ao longo do tempo. A
densidade optica medida a 340 nm ¢ directamente proporcional & concentragio de
apolipoproteina na amostra. Esta determinagio foi efectuada num autoanalizador
COBAS MIRA. As determinagdes foram efectuadas em aliquotas de soro fresco ou
aliquotas de soro congelado a -20°C.

L8. DETERMINACAO DA APOLIPOPROTEINA B

A determinagdo da concentragdo sérica da apolipoproteina B foi efectuada por
imunoturbidimetria recorrendo a um kit comercial (Apo B, Boehringer Mannheim, ref.
n°1173481), usando anticorpos espccfﬁcbs. A reacgdo imune na qual se forma um
complexo anticorpo-antigénio causa umta turbidez que aumenta ao longo do tefﬂBb. A
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densidade optica medida a 340 nm € directamente proporcional a concentragio de
apolipoprofeina na amostra. Esta determinagdo foi efectuada num autoanalizador
COBAS MIRA. As determinagdes foram efectuadas em aliquotas de soro fresco ou
aliquotas de soro congelado a -20°C.

L9. DETERMINACAO DA LIPOPROTEINA(a)

A determinagdo da concentragdo sérica da Lp(a) foi efectuada recorrendo a um
kit comercial (Hydragel Lp(a), Sebia), segundo uma técnica de
electroimunoprecipitagio em gel de agarose, no qual um anticorpo anti apo(a)
monoespecifico se encontra incorporado. As concentragdes das amostras sio
determinadas por leitura da altura dos picos de precipitacdo dessas amostras e
subsequente interpolagdo na curva de calibragdo obtida pela representagio grafica das
alturas de picos versus concentragbes dos calibradores fornecidos no kit.

As determinagdes foram efectuadas em aliquotas de soro fresco ou aliquotas de

soro congelado a -200C.

1.10. DETERMINACAO DA HEMOGT.OBINA

A determinagdo da concentragdo da hemoglobina foi efectuada em sangue total
colhido em tubos com K3EDTA como anticoagulante ¢ utilizando um kit comercial
(Hb, Bochringer Mannheim, ref. n° 124729), baseado no método de
hemoglobinacianido, segundo a seguinte reacg¢do quimica:

Hemoglobina + Cianeto + Ferricianido — Hemoglobinocianido

As leituras foram efectuadas a 546nm, em aliquotas frescas.

I.11. DETERMINACAQO DO STATUS ANTIOXIDANTE TOTAL

usando um kit comercial (Total Antioxidant Status; Randox Labs., ref. n° NX2332).
Neste método o ABTS® (2,2-Azino-di-[3-etilbenzotiazolino sulfonato]) ¢ incubado
com uma peroxidase (metmiogiobina) ¢ H,0, para produzir um catiio ABTS®. Este
catiio tem uma cor verde-azulada, reldtivamente estivel a 600nm. Os antioxidahies
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Estas determinagdes foram efectuadas, sempre que possivel, em soro fresco
(também se pode utilizar plasma heparinizado). Na outras situagdes recorreu-se a soro
congelado a -20°C, dado as amostras se manterem estiveis a esta temperatura durante
14 dias.

1.12. DETERMINACAO DA ACTIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE

A determinagdo da actividade eritrocitaria da enzima superdxido dismutase
(CuZnSOD) foi efectuada usando um kit comercial (RANSOD; Randox Labs., ref. n°
SID125), baseado no método desenvolvido por McCord ¢ Fridovich, acoplando um
gerador de Oy~ com um detector de O,-=. Neste kit, a xantina ¢ a xantina oxidase sdo
utilizadas para gerar Oy~ ¢ cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio
(INT), que reage com o Oy~ com formagdo de um corante vermelho, o formazan, que
¢ usado como detector. A CuZnSOD inibe a formagio do formazan ¢ a sua actividade
¢ medida como a percentagem de inibigdo comparada com uma curva de calibragio
obtida com SOD purificada. Por fim, a concentragiio da enzima é expressa por grama
de hemoglobina.

As determinagbes foram feitas em aliquotas de eritrocitos hemolisados,
conforme descrito no ponto 1.2. Sempre que possivel utilizaram-se aliquotas frescas
(obtidas a partir de sangue colhido em K3EDTA, embora também se possa utilizar
heparina). Em outras situagdes foram utilizadas aliquotas congeladas a -70°C.

Previamente, verificou-se que nio se obtinham diferengas significativas entre os
resultados de aliquotas frescas ¢ aliquotas congeladas.

L13. DETERMINACAO DA ACTIVIDADE DA GLUTATIONA
PEROXIDASE

A determinagdo da concentragio sérica da enzima glutationa peroxidase (GPX)
foi efectuada utilizando um kit comercial (Bioxytch® pl-GPx Enzyme Immunoassay,
OXIS International, Inc., ref. n” 21014), Neste kit a determinagio da GPX ¢ efectuada
por ELISA, no qual as amostras sdo incubadas numa microplaca, cujos pocos sio
revestidos com anticorpos policlonais biotinilados, especificos para a GPX humana. A
presenga de GPX ¢ detectada através de uma amplificagio, via acoplamento de uma
estreptavidina ligada covalentemerte 4 uma fosfatase alcalina, a biotina. A
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Estas determinagbes foram efectuadas em aliquotas de soro firesco ou
congeladas a -20°C.

I1.14. DETERMINACAO DO ACIDO URICO
A determinagdo da concentragio sérica do acido urico foi efectuada recorrendo
a um kit comercial (Unimate 7 UA, Roche, Ref. n°0736821). As determinagdes sdo
efectuadas pelo método da Uricase/PAP, um teste enzimatico colorimétrico, baseado
no seguinte principio:
Uricase

Acido trico + O, + 2H,0 — > Alantoina + H,0,

Na presenga de uma peroxidase, o peroxido de hidrogénio formado provoca o
acoplamento oxidativo do acido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzeno sulfénico (DHBS) ¢ da
4-aminoantipirina (PAP) para formar um composto vermelho. A intensidade da cor €
directamente  proporcional a concentragio de 4cido drico e ¢ medida
espectrofotometricamente a 520 nm. As determinagdes foram executadas num
autoanalizador COBAS MIRA ¢ em aliquotas de soro fresco ou aliquotas de soro
congelado a -200C.

L1.15, DETERMINACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA

A determinagdo dos niveis plasmaticos de peroxidagio lipidica foi efectuada
utilizando um kit comercial (LPO-586, Colorimetric Assay for Lipid Peroxidation, Wak
Chemie, ref. n® 21012). A peroxidagio lipidica leva a destruigio das membranas
celulares e produgdo de peroxidos lipidicos ¢ outras substincias como aldeidos. O
malonaldeido (MDA) ¢ os 4-hidroxialcenais, como o 4-hidroxi-2(E)-nonenal (4-HNE),
sdo moléculas derivadas da quebra de dcidos gordos poliinsaturados e respectivos
ésteres. A quantificagdo de tais aldeidos fornece um index da peroxidagio lipidica. Este
kit baseia-se na reac¢do de um cromogénio com o MDA ¢ os 4-hidroxialcenais a 45°0C.
Uma molécula de MDA ou de 4-hidroxialcenal reage com duas moléculas de
cromogénio para dar um croméforo com absorvincia maxima a 586 nm. Este método
pode ser utilizado para determinar 0 MDA + 4-hidroxialcenais ou s6 MDA, sem

interferéncia dos 4-hidroxialcenais, em solugdes aquosas.
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Estas determinagdes foram efectuadas em plasma EDTA ¢ nunca apds um

periodo superior a 60 minutos apos a colheita.

1.16. DETERMINACAO DA vGT
A determimagdo da concentragdo sérica da enzima y-ghutamiltransferase foi
cfectuada recorrendo a um kit comercial (Enzyline yGT 20S, bioM¢éricux, ref. n°
63712). Nesie méiodo cinéiico, a actividade da yGT € determinada de acordo com a
seguinte reacgao:
yGT
L-yglutamil p. nitranilida + glicilglicina ——— L-yglutamil-glicilglicina + p. nitranilina

As determinagdes, a 405 nm, foram cfectuadas num autoanalizador COBAS

MIR A e em aliquotas de soro fresco ou aliquotas de soro congelado a -20°C.

I.17. CONTROILO DE QUALIDADE

Em todas as séries de trabalho e para todas as analises executadas, foram
analizadas amostras de controlos, nas mesmas condigdes que as amostras clinicas, para
validagdo dos resultados.

1.18. ANALISE ESTATISTICA
As analises estatisticas apresentadas foram efectuadas utilizando os programas
informaticos Excel 97 da Microsoft e Statview™, versio 4,5 da Abacus.
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ANEXO




Influéncia do meio ambiente
no desenvolvimento de doenga cardiovascular

Inquérito n® 12 Colheita 2% Colheita Data

Nome

Telefone [dade ______ anos Sexo .
Pressdo sanguinea sistolica diastdlica

Altura (metros) Peso (Kg)

Medida da cintura (cm) Medida de anca (cm)

Toma alguns medicamentos (incluindo contraceptivos orais. ou terapia
substitui¢do)?

Nome dos medicamentos:

de

Assinale com circulo; Fumador Habitual Ex-Fumador Nao Fumador
No caso de ser fumador:

Quantos cigarros fuma por dia? ___ H4 quantos anos fuma ____
No caso de ser ex-fumador: H4 quantos anos deixou de fumar _______
Quantas chavenas de café toma por dia? _

Quantas pegas de fruta come diariamente?

Quantas vezes por semana come hortaliga cozida? ____

Quantas vezes por semana come vegetais crus? o

Quantas vezes por semana come peixe?

Quantas vezes por semana come carne

Consome normalmente manteiga ou margarida




Quantas vezes por semana consome azeite
Os seus alimentos sdo cozinhados com azeite ou Sleo____
Toma bebidas alcodlicas?
No caso de resposta afirmativa, toma habitualmente:
Cerveja _____ unidades, vinho tinto _____ unidades,
vinho branco______ unidades, bebidas espirituosas _____ unidades
Unidades por semana
Nota: 1 unidade= uma cerveja
= um copo de vinho

= um célice de bebida espirituosa

Qual a sua actividade profissional?

O seu trabalho envolve exercicio fisico?
Qual a sua actividade fisica fora do trabalho:

Inactiva (passeta menos de 20 minutos por dia)

Activa (passeia mais de 20 minutos por dia)

Muito activa (exercicio fisico voluntario); n° vezes por semana __

Algum membro da sua familia teve alguma das seguintes manifestacdes
clinicas?

Pressdo sanguinea elevada Angina de peito

Ataque cardiaco nio fatal Ataque cardiaco fatal

Outra doenga grave ( especifique qual )

Nota: no caso de resposta afirmativa indique a idade em que apareceu a
sintomatologia, assim como o grau de parentesco.
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I. RESULTADOS
L1. AMOSTRAGEM

Este trabalho fot realizado sobre uma amostragem da populagio portuguesa,
constituida por 80 individuos dos quais 18 foram excluidos por apresentarem fungio
hepatica alterada, avaliagdo esta feita através de valores elevados de yGT. Restaram
62 individuos, 39 mulheres ¢ 23 homens, com idades compreendidas entre os 21 ¢ o0s
64 anos. Todos estes participantes voluntarios preencheram um inquérito sobre os
seus habitos alimentares, consumo de tabaco ¢ de bebidas alcodlicas, actividade fisica
¢ histéria pessoal ¢ familiar de doengas cardiovasculares. Nio foi utilizado nenhum
outro critério de exclusio.

Mediante a avaliagdo do consumo de bebidas alcoolicas, os participantes
foram divididos em dois grupos - consumidores ¢ ndo consumidores - com as
caracteristicas indicadas na tabela 1.

Consideraram-se consumidores todos os individuos que indicaram um
consumo igual ou superior a quairo bebidas por semana. Para o estabelecimento deste
limite de separagdo entre consumidores € ndo consumidores, foi tido em conta o facto
da maior parie dos participantes com consumo inferior a quairo bebidas por semana,
indicarem um consumo de apenas uma ou duas bebidas ¢, em muitos casos, com um
caracter bastante irregular. Devido ao pequenc mimero de participantes nio foram

estabelecidas categorias de consumo.

Tabela 1 — Distribuigdo dos participantes pelas duas categorias de consumo
estabelecidas.

Total Mulheres Homens Idades Fumadores
Ndo consumidores A1 29 6 24-62 7(23%)
Consumidores 31 14 17 21-64 12 (39%)

Em relagido ao tipo de bebidas consumidas nio foi feita qualquer distingdo, até
porque varios individuos consomem mais do que um tipo de bebida. Tornou-sc, no
entanto, evidenie uma preferéncia pelo vinho tinto (quase todos os consumidores o
assinalaram), seguido pelo vinho branco ¢ cerveja e, em ultimo lugar, pelas bebidas

espirituosas.
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Em relagdo aos habitos alimentares ¢ de exercicio fisico dos participantes, ndo
foram encontradas diferengas estatisticas significativas entre os consumidores e nio
consumidores, nem entre homens e mulheres. Salienta-se, no entanto, que o0s
consumidores de bebidas aicodlicas apresentam um consumo superior de café ¢ de
carne € os nao consumidores preferem peixe ¢ comem mais fiutas ¢ vegetais. Os
homens, independentemente da ingestdo de bebidas alcodlicas, sdo os principais
consumidores de came e de café. Os nio consumidores ¢ as mulheres sio o que
praticam mais exercicio fisico voluntario. Ndo se apresentam os dados referentes as
gorduras (azeite, éleos, margarinas ¢ manteiga) porque a inconsisiéncia da maioria
das respostas ndo permitiu a sua quantificagio, embora parc¢a haver uma utilizagdo
preferencial de azeite por parte dos ndo consumidores.

Todos estes dados sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — As diferengas das preferéneias alimentares entre consumidores ¢ nio
consumidores ¢ entre homens ¢ mulheres. Apresentam-se os valores médios e
respeciivos desvios padrdo excepto para o exercicio fisico que estd expresso como
percentagem do total de cada grupo.

ALIMENTO Consumidores | Ndo consumidores | Homens | Mulheres
Café/dia 2,4+1.6 1,9£1.4 2,4+1.4 2,04+1.4
Fruta/dia 2,4+1.8 3,014 2.4+1.4 2,5+1.8
Hortalica cozida/semana 4.7+3,1 43+372 3.042,0 5,5+3.4
Vegetais crus/semana 3,613,1 4,042 4 3,612.8 3,842,8
Peixe/semana 4,0+2.0 4.4+2.5 43+1.8 5,5+2.5
Came/semana 7,412 4 6,612.5 9,7+1.,8 8,512,5
Exercicio fisico 63% 74% 56% 72%

1.2. MARCADORES LIPIDICOS
A todos os participantes foi pedido que mantivessem um jejum de cerca de 12
horas apés o qual lhes foi retirada uma amostra de sangue, por venipunctura ¢ tendo
sido efectuadas as seguintes determinagdes lipidicas:
Colesterol total (mg/dl)
Colesterol HDI. (mg/dl)
Colesterol LDL (mg/dl)
Lipoproteina (a) (g/1)
Triglicerideos (mg/di)
Apolipoproteina AI (mg/dl)
Apolipoproteina B (mg/dl)
61




Obtiveram-se os seguintes resultados, para os dois grupos (Tabela 3):

Tabela 3 — Valores médios expressos em mg/dl (excepto para a Lp(a), que é expressa
em g/l) ¢ respectivos desvios padrio e coeficientes de variagdo (CV) dos analitos
lipidicos deierminados nos dois grupos. (COL.T—colesterol total; TG=triglicerideos).

GRUPO COL.T HDL LDL Lp{a) TG ApoAl ApoB
Nzo 204440 48+12 140441 0,30+0,21 121+56 133438 121445
consumidores
CV (%) 20 20 29 70 46 23 37

Consumidores | 207+47 58+15 139451 0,2440,20 112458 171+28 111433

CV (%) 23 26 37 83 52 16 | 30

A aplicagdo do teste ¢ de Student aos resultados obtidos, para determinar se

exisiem ou ndo diferengas estatisticas significativas entre as médias, levou ao
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representados na tabela 4.

Tabela 4 — Andlise estatistica dos resultados dos marcadores lipidicos, expressa pelos
valores de ¢ (P<0,05).

COLT | HDL LDL Lp(a) TG ApoAl | ApoB
Valor de ¢ 0,634 2,200 0,086 0.960 0,561 2,554 0,883
O valor teorico de ¢ para o grau de liberdade deste estudo (v=nl+n2-2=59) ¢

medias do colesterol HDL e da apolipoproteina A-I (£-2). Estes valores médios sio

mais altos para os consuimidores.
Para a I.p(a) existe uma grande dispersdo de valores, cxpressa por desvios

padrdes e coeficientes de variagdo elevados (70 ¢ 83%), o que dificulta a

interpretagio dos resultados entre os dois grupos.
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I.3. ANTIOXIDANTES
Para todos os participanies foram determinados os niveis séricos ou
plasmaticos dos seguintes antioxidantes:
Status antioxidanie ioial (mmol/1)
Superoxido dismutase (U/g Hb)
Glutationa peroxidase (ng/ml)

Acido firico (mg/dl)

Obtiveram-se os resuliados representados na tabela 5, para os dois grupos.

Tabela 5 — Valores médios ¢ respectivos desvios padrio ¢ coeficientes de variagio
dos vérios antioxidantes delerminados para os dois grupos. (SOD-superdxido
dismutase; GPX=glutationa peroxidase).

GRUPO STATU, S0OD GEX ACIDO URICO
Néo consumidores 1,0940,35 9281499 90+64 54216
CV (%) 32 54 71 30
Consumidores 1,2840.20 1032+364 135+146 6.1+1.,5
CV (%) 16 35 108 25

A apiicagdo do feste 7 de Student aos resultados obtidos, para determinar sc
existem ou ndo diferengas estatisticas significativas entre os valores das médias, levou

aos valores representados na tabela 6.

Tabela 6 — Analise estatistica dos antioxidantes, cxpressa pelos valores de ¢ (P<0,05).

STATUS SOD GPX Ac. Urico

Valor de ¢ 2,497 0,874 1,524 2,196

Para v=59, =2,0017, donde se conclui s6 haver diferengas significativas para
os valores de stafus antioxidanie total e acido tUrico, com valores superiores para a

categoria dos consumidores.




Para as enzimas SOD ¢ GPX a grande amplitude de valores encontrados
{expressa pelos elevados valores dos desvios padrdes) ndo permite, talvez devido ao
numero reduzido de amostras, tirar conclusdes, embora seja de realgar que os valores

da média determinados sdo sempre superiores para os consumidores.

1.4. PEROXIDACAO LIPIDICA

A avaliagdo do nivel de peroxidacdo lipidica foi feita através da determinagio
dos niveis plasmaticos de malonaldeido (MDA) e 4-hidroxialcenais, mais
concretamente, o 4-hidroxi-2(E)-nonenal (4-HNE).

Obliveram-se os seguinies resultados (tabela 7):

Tabela 7 — Valores médios expressos em pM e respectivos desvios padrio ¢
coeficientes de variagdo obtidos para os marcadores de peroxidagio lipidica.

GRUPO MDA+4-HNE MDA
Nao consumidores 17,8447 10,7137
CV (%) 26 35
Consumidores 21.646.3 11,2442
S OV 29 38

A aplicagiio do tesie ¢ de Student aos resultados obtidos, para determinar se

existem ou nao diferengas estatisticas significativas entre os valores das médias, levou

aos valores representados na tabela 8.

Tabela 8 — Andlise estatistica dos marcadores de peroxidagdo lipidica,

expressa pelos valores de ¢ (P<0,05).

Valor de ¢t

MDA +4-HNE

MDA

2,416

0,283

Para v=59, +=2,0017, donde se conclui 86 haver diferengas significativas para

o valor de MDA+4-HNE, com valor médio superior para a categoria dos

consumidores.
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L5. EFEITO DA MUDANCA DE CONSUMO

Para tentar avaliar as modificagdes causadas pela alteragio dos padrdes de
consumo, foram efectuadas duas experiéncias, recorrendo a participantes sem historia
pessoal de doengas cardiovasculares. Para tal, pediu-se a todos esses participantes que
mudassem os seus habitos de ingestdo de bebidas alcodlicas. Dos 62 participantes,
apenas dois ndo consumidores passaram a consumir um copo de vinho tinto, todos os
dias, durante quatro semanas ¢ apenas dois consumidores reduziram o seu consumo
¢m cerca de 50% e de uma forma sistematica, durante 0 mesmo periodo de tempo. O
nimero tdo reduzido de voluntérios cuja alteragio de habitos oferecia confianga, ndo
permitiu exirair resultados conclusivos, razio pela qual ndo se apresentam os

resultados.

6. A INFLUENCIA DA IDADE E DO SEXO NOS DIFERENTES
MARCADORES

Separaram-se 08 participantes por sexo e por idade (superior ou inferior a 45
anos) para ver se existem diferengas importantes scgundo esta divisdo. Escolheu-se os
45 anos como “linha de separagdo”, pois uma idade igual ou superior a 45 anos ¢
factor de risco de DCV para os homens ¢ para as mulheres comegam a aumentar as
probabilidades de menopausa. Os resultados apresentam-se na tabela 9.

Apesar dos nimcros diferentes de participantes que cacm em cada categoria,
salientam-se alguns resultados com significado estatistico:

Os niveis de colesterol total sdo superiores no grupo dos homens com mais de
45 anos.

Os niveis de L.DL sdo superiores para as mulheres com mais de 45 anos.

Os homens tém valores mais elevados de triglicerideos e de 4cido trico,
independentemente da idade.

Os valores de MDA dos homens com menos de 45 anos sdo superiores aos das
mulheres da mesma faixa etaria.

Qualquer uma destes resultados necessita confirmagdo numa amostragem

maior ¢ mais uniforme quanto ac nimero de participantes por categoria.



Tabela 9 — Valores médios e respectivos desvios padrdes dos diferenies analitos
estudados ¢ apos divisdo dos participantes segundo a idade ¢ 0 sexo.

< 45 ANOS >45 ANOS
Homens Mulheres Homens Mulheres
N° amostras 17 25 6 14
Colesterol total 198+46 191+34 231+54 229437
HDL 49+16 53+12 A1x12 57+16
LDL 135452 126137 165154 157+46
Lp(a) 0,28+0,23 0,25+0,20 0,31+0,21 0,29+0,21
L 13273 Q2+25 162+23 122+68
ApoA-1 15242 165+38 158+31 171438
ApoB 109+39 109+45 140+29 126+31
Status 1,24+0,38 1,16+0,26 1,20+0,23 1,16+0,28
SOD 11174508 946+411 9844310 8711432
GPX 129+172 108+86 70+71 118+87
Ac. Urico 7.2+0,7 5,0+1,2 7,1+1,3 4,6+1,2
MDA 11,813,2 9,813,8 11.646.2 11,9135
MDA+4HNE 20,4+7.3 18,8+5,2 21,2+5.7 20,0+5.4
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I1. DISCUSSAQC
I1.1. AMOSTRAGEM

Em relagdo a amostragem populacional utilizada neste estudo ¢ de referir
alguns aspectos. Existem mais mulheres na categoria dos ndo consumidores do que
dos consumidores ¢ esta altima categoria apresenta também a maior percentagem de
fumadores. Este tipo de constatagio ¢ passivel de ser encontrada em quase todos os
estudos deste género que foram consuliados para a execugdo deste trabalho® .

Os ndo consumidores apresentam uma tendéncia para um estilo de vida mais
saudavel com um consumo preferencial de peixe e de produtos de origem vegetal ¢
uma maior proporgdo individuos a praticar exercicio fisico voluntirio. O mesmo se
verifica para as mulheres em relagdo aos homens. Atendendo a que o grupo dos ndo
consumidores € composto maioritariamente por mulheres, parece ser uma constatagio
Iogica.

Convém referir, que seria preferivel ter sido utilizado um nimero igual de

homens e mulheres em cada categoria de consumo, o que nio foi possivel.

I1.2. MARCADORES LIPIDICOS
Os perfis lipidicos obtidos estdo igualmente de acordo com toda a literatura
consultada. O consumo de bebidas alcoolicas aumenia os niveis de HDL e de

282 ~ . - - . . - .
28293% Nio se verificaram alteragdes significativas nos niveis de LDL ¢ de

apoAl
triglicerideos, talvez porque ndo participaram  individuos com consumos muito
elevados (os trés consumidores mais fortes indicaram consumos de 41, 42 ¢ 50
bebidas por semana).

A representagdo grafica do consumo vs HDL (figura 1), levou a obtengdo de
uma recia de regressdo com declive positivo ¢ um factor de correlagio, 1=0,317,
dando uma indica¢do de aumento dos niveis da lipoproteina com o aumento do
consumo. Os niveis de HDL ¢ apoAl também se correlacionam positivamente(fig. 2).

Embora nio haja diferencas estatisticas significativas entre os valores de
triglicerideos, para os dois grupos, a representagdo grafica da relagdo entre consumo ¢
iriglhicerideos (figura 3), levou a obiengio de uma recta de regressdo com declive

. ¥
positivo. Alguns autores®>®

referem uma associagdo fraca entre estes dois
parametros, que desaparece muitas vezes apOs ajuste para o consumo de tabaco. Neste

trabalho ndo houve a possibilidade de efectuar esse tipo de compensagio.
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Figura 1 — Representagdo grafica da correlagio entre consumo de bebidas alcodlicas e
concentragdo sérica de HDL (consumo expresso em n° bebidas/semana ¢ HDL em

mg/dl).
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Figura 2 - Representagido grafica da correlagio entre as concentragdes séricas de HDL

e de apoAl (concentragdes expressas em mg/dl).
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Figura 3 - Representagdo grafica da correlagio entre consumo de bebidas alcodlicas ¢
gur. i
concentragdo sérica de irigiicerideos (consumo expresso em n® de bebidas/semana e

triglicerideos em mg/di).

Entre o consumo de bebidas alcodlicas ¢ niveis de LDL nio foi encontrada

~ 39
nenhuma relagio, embora alguns autores™ ™
¥

referiram uma correlagio negativa,
especialmente para consumos elevados. Alids, é comum serem observados valores
mais baixos desta lipoproteina em doentes alcodlicos’. Como ja foi referido, neste
estudo existem poucos casos que possam ser considerados como de consumo elevado
e ndo existem doenles alcoolicos.

Embora sem significado estatistico, ¢ de interesse referir os resultados obtidos
para a Lp(a), apesar da elevada dispersdo, com um valor mais baixo para o grupo dos
consumidores (0,24g/1 vs 0,30g/1, t=0,960). A associagio entre consumo de bebidas
alcodlicas e niveis séricos de Lp(a) é bastante controversa, no entanto, alguns
investigadores referem uma relagio inversa entre ambos, especialmente marcada para
os consumidores fortes, sendo essa relagdo aparentemente dependente da LDL*®,
Neste trabalho ndo foi encontrada nenhuma relagdo entre concentragdo de Lp(a) e
consumo de¢ bebidas alcodlicas, havendo um grande dispersio de valores devida a

grande variagio biologica verificada para este parametro lipidico.




11.3. ANTIOXIDANTES

Os consumidores apresentam um valor de stafus antioxidante total mais
elevado do que os ndo consumidores, o que esti de acordo com alguns trabalhos™. A
comparagdo entre consumo e stafus antioxidante total levou a obtenc¢io de uma recta

de regressdo com declive positivo e um coeficiente de correlagio de 0,366 (figura 4).
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Figura 4 - Representagio grafica da correlagdo entre consumo de bebidas alcodlicas e
concenira¢do de sfatus antioxidante total (consumo de bebidas alcoolicas expresso em

n® de bebidas/semana e status em mmol/l).

Neste trabalho tentou-se descobrir quais os possiveis contribuintes para esse
aumento de capacidade antioxidante do soro humano.

Um dos analitos para o qual se obteve uma diferenga estatistica significativa
entre os dois grupos foi o acido urico, com valores mais altos para os consumidores.
Como foi referido na Introdugio, o icido urico € um antioxidante presente no plasma
humano em quantidade relativamente elevada, contribuindo em cerca de 35-65% para
a capacidade total sérica de scavenging de radicais peroxilo e ¢ importante na
protecgdo do 4cido ascérbico contra a oxidagio. Para além disso, alguns autores®®
referiram alteragdes na concentragio sérica de 4cido urico, apés a ingesido de vinho
do Porto. Meia hora apds a ingestio foi observado um aumento de 23% da

concentragdo de acido Grico e um aumento de 24% da capacidade antioxidante total
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sérica, comegando a declinar apés cerca de 2.4 horas. Os investigadores concluem
dizendo que os dados sugerem que aproximadamente 73% do aumento, de fase
aguda, da capacidade antioxidante total, apos ingestdo de vinho de Porto, pode ser
atribuida ao aumento da concentragdo sérica de acido urico. O acido trico é um
produto final do metabolismo das purinas, nos humanos. Assim sendo, o efeito agudo
observado depois da ingestio do vinho do Porto poderd ser devido, quer a
estimulagdo da produgdo de acido tirico por aumento da taxa de quebra das purinas,
quer por inibigdo da excregdo urinaria de acido Urico.

Neste estudo, a recta de regressdo entre consumo de bebidas alcodlicas e acido
arico levou a obtengdo de uma recta com declive positivo ¢ um factor de correlagdo
de 0,301 (figura 5). O mesmo tipo de comparagéo entre valores de stafus antioxidante
total ¢ acido urico levou a uma correlagdo positiva (figura 6) mas bastante mais fraca
(r=0,205). Convém referir que neste trabalho ndo foi testado o efeito agudo da
ingestdo de bebidas alcodlicas, que € a situagio descrita por Day®® ¢ nio foi possivel
encontrar qualquer trabalho na literatura consultada, descrevendo quer o efeito de
outro tipo de bebidas, quer o efeito a longo prazo da ingestdo de qualquer bebida

alcoolica na concentragdo de acido trico.

AcCIDO URICO
@
3
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Figura 5 - Representagdo grafica da correlagdo entre consumo de bebidas alcodlicas ¢
concentragdo sérica de acido urico (consumo expresso em n° bebidas/semana ¢ acido

urico em mg/dl).
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Figura 6 - Representagdo grafica da correlag3o entre as concentragdes séricas de
status antioxidante total e &cido urico (status expresso em minol/l ¢ dcido Urico em

mg/dl).

Em relagdo a actividade da enzima superéxido dismutase nos eritrécitos nio
s¢ obtiveram diferengas estatisticas significativas entre os dois grupos embora a
média nos consumidores seja superior. De referir, também, a grande amplifude de
valores obtidos.

Neste estudo foi possivel obter uma correlagio positiva entre siatus
antioxidante total ¢ SOD com um r de 0,247 (figura 7) e uma correlagiio positiva mais
fraca, r=0,120, entre SOD e consumo de bebidas alcodlicas (figura 8).

Em relagdo 2 concentragdo sérica da enzima glutationa peroxidase também
nao s obtiveram diferengas estatisticas significativas entre os dois grupos, embora a
média nos consumidores seja mais alta. Verificou-se, como para a SOD, uma grande
amplitude de valores.

As correlagdes entre GPX e consumo ¢ entre GPX e stafus antioxidante total

sdo ambas positivas mas bastante fracas, r=0,158 e r=0,112, respectivamente.
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Figura 7 - Representagdo grafica da correlagdo entre concentragdo sérica de status
antioxidante total e concentragdo eritrocitaria de SOD (status expresso em mmol/l e

SOD em U/g Hb).
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Figura 8 - Representagio grafica da correlagido entre consumo de bebidas alcodlicas e

concentragio eritrocitiria de SOD (consumo expresso em n° bebidas/semana ¢ SOD

em U/g Hb).

73



Existe pouca informagdo sobre a variagdo bioldgica das enzimas antioxidantes
em populagdes representativas e esta informagdo ¢ muitas vezes contraditoria, em
parte, devido a falta de padronizagdo ¢ as diferengas entre os métodos de doseamento
uiilizados nos estudos (por exemplo: tipos de substratos usados e precisdo das
determinagdes) e as diferengas entre as populagdes estudadas. Todos estes factores
vao afectar os resultados ¢ o grau de significancia dos mesmos.

As actividades das enzimas antioxidantes variam muito de tecido para tecido e
as condighes ambientais poderdo sé afectar as actividades nos orgios susceptiveis.
Neste trabalho, escolheram-se os eritrocitos , visto serem células expostas a um stress
oxidativo constante devido a geragdo continua de radicais de oxigénio pela
autooxidagdo da hemoglobina. Infelizmente s6 foi possivel determinar a actividade
eritrocitaria da SOD, dado a técnica disponivel para a determinagio da GPX
eritrocitaria ter apresentado varios problemas que demonstraram pouca fiabilidade
dos resultados obtidos, o que levou a sua substituigdo por uma técnica em plasma.

Apesar destas limitagdes, tentou-se estabelecer alguns padres de variagio
para estas duas enzimas.

Em relagdo a idade obteve-se uma correlagdo negativa para a SOD (r=0,200)
(figura 9) ¢ nenhuma correlagdo com a GPX. Estes resultados estdo de acordo com
alguma literatura sobre este assunto, especialmente para a SOD, para a qual é

indicado um decréscimo com a idade em varios estudos®"**

. Os resultados para a
GPX sdo mais variaveis, indicando uma subida dos seus niveis, quer plasmaticos quer

. ooy oa. B8 T W - . . .
erifrocitarios” ou uma diminuicio da concentragio eritrocitaria® com a idade.
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Figura 9 - Representagdo grafica da correlagio entre idade e conceniragdo eritrocitaria
de SOD (SOD expressa em U/g Hb).



Em relagdo ao sexo, ndo se obtiveram diferengas para a GPX e obtiveram-se
valores um pouco mais elevados, nos homens, para a SOD (valores médios:
Masc=1082+417 U/g Hb; Fem=927+415 U/g Hb).

A correlagdo de trés varidveis, idade, sexo ¢ SOD, representada na figura 10,
mostra uma diminuigdo com a idade e valores de SOD superiores nos homens, em

quase todos os escaldes etarios.
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Figura 10 — Representagdo grafica da correlagdo entre idade, sexo ¢ concentragio
eritrocitaria de SOD (SOD expressa em U/g Hb).

O mesmo tipo de comparagdo mas desta vez entre idade, consumo de bebidas
alcodlicas ¢ SOD (figura 11) mostra, para os consumidores, uma tendéncia para
manter ou fazer subir ligeiramente os niveis de SOD com a idade, enquanto que para
0s ndo consumidores a variagio com a idade ¢ mais irregular, embora com tendéncia
para baixar. Estes resultados parecem apontar para um efeito protector da ingestio de
bebidas alcoolicas, através da manuten¢io dos niveis da SOD em escaldes etarios

para os quais a concentragdo da enzima comega a diminuir.
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Figura 11 — Representagdo grafica de correlagio entre idade, consumo de bebidas

lcodlicas € concentragdo ertirocitaria de SOD (SOD expressa em U/g Hb).

Para a GPX nio foi possivel estabelecer nenhuma relagdo das referidas nos
dois paragrafos anteriores.

Em relagdc ac consumo de tabaco, os fumadores apresentam valores
tendencialmente mais baixos tanto da SOD como da GPX, embora sem significado
estatistico. Esie uliimo pormenor esid mais de acordo com o facio de os niveis de
GPX se correlacionarem positivamentc com o consumo de tabaco (r=0,454) enquanto
que a SOD se correlaciona de um modo negativo (r=0,344). Como em relagio a
outras variaveis até agora referidas, a literatura ¢ contraditéria, com estudos a apontar
para uma diminuigio das actividades enzimiticas para os fumadores®™ e outros a
indicar um aumento®’.

As comparagdes entre as GPX ¢ os lipidos levaram a obtengdo de correlagdes
positivas com a HDL (r=0,252), com a LDL (r=0,360) ¢ com a Lp(a) (r=0,242). As

correlagdes com a SOD foram todas fracas.
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I1.4. PEROXIDACAO LiPIDICA

Um dos pré-requisitos para a formagdo de particulas de LDL que possam ser
internalizadas pelos macréfagos, pela via “scavenger”, ¢ a decomposi¢do dos
perdxidos lipidicos a aldeidos. O MDA, o 4-HNE ¢ provavelmente outros aldeidos
(que sdo produtos finais da peroxidagdo lipidica) gerados nas particulas de LDL
parecem ser responsaveis pela criagdo de novos epitopes na apoB que tornam esta
molécula reconhecivel pelos receptores “scavenger”.

Os consumidores de bebidas alcoolicas apresentam valores dos marcadores de
peroxidagdo lipidica totais superiores aos nao consumidores, diferenga cssa com
significado estatistico. O mesmo nio se verifica para o MDA isolado. Estes
resultados apontam para uma maior produgdo de 4-hidroxialcenais pelos
consumidores, como produto final da peroxidagdo lipidica. Este dado ¢ importante,
visto a determinagdo da concentragdo dos hidroxialcenais ser provavelmentc mais
significativa que a do MDA, pois os primeiros sdo muito mais citotéxicos™ .

Estes resultados sdo, a primeira vista, contraditorios pois parecem negar o
efeito protector da ingestdo de bebidas alcodlicas. Como foi referido até agora, o
consumo de 4lcool aumenta o stafus antioxidante total e algumas das defesas
antioxidantes. Assim sendo, talvez o efeito protector contra a peroxidagio lipidica se
faga, ndo pela redugio dos scus niveis, mas sim pela indugio de defesas contra cla. Se
s¢ formarem os aldeidos mas estes ndo se poderem, por exemplo, ligar & apoB ¢
exercer o seu efeito deletério, havera menor modificagio da LDL, menor formacio de
células “foamr”, via internalizagdo da oxI.DL pelos macrofagos.

Existe uma correlagdo positiva entre MDA+4HNE e apoB (r=0,203), Ip(a)
(1=0,467), IIDL (r=0,214) e consumo de¢ bebidas alcodlicas (r=0,206).

Para o MDA 1solado s6 se obteve correlagio com o consumo (1=0,109), stafus
(r=0,338) ¢ colesterol total (r=0,228).

A relagdo com o consumo podera ser explicada por habitos alimentares dos
consumidores que provoquem um aumento da peroxidagdo lipidica. Fste aspecto
necessitaria de um estudo mais profundo da alimentagdo ¢ habitos deste grupo. Como
foi referido na Introdugfo, os consumidores de bebidas alcodlicas t8m geralmente
estilos de vida diferentes dos abstémios, o que talvez leva A existéncia de maiores

niveis de peroxidagdo. Os consumidores regulares de bebidas alcodlicas apresentam

¥er.
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uma maior percenfagem de fumadores e, em geral, consomem mais gorduras
saturadas™. Alguns estudos apontam para maiores niveis de peroxidagio das
lipoproteinas plasmaticas ¢ dos lipidos da LDL em particular, em dictas enriquecidas
em gorduras saturadas’. Neste trabalho foi particularmente dificil fazer a
quantificagdo correcta do tipo de gorduras ingeridas ¢ preferidas (se as houver) por
cada grupo de consumo.

Foi possivel obter uma relagdc entre MDA+4HNE com a idade, quando se
separou os géneros (figural2), com um aumento, tanto nos homens como nas
mulheres a medida que a idade aumenta. Nic s¢ enconirou nenhuma relagio

significativa entre niveis de MDA+4HNE, idade e consumo de bebidas alcodlicas.
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Figura 12 — Representagio grafica da comrelagdo entre idade, sexo ¢ concentragio

plasmatica de MDA+4HNE (MDA+4HNE expresso em uM).



III. CONCLUSOES

Como ja foi referido os objectivos deste trabalho compreendiam o
estabelecimento numa amostragem da populagio portuguesa, do efeito protector da
ingestdo de bebidas alcodlicas, efeito esse mediado pelo aumento dos niveis séricos
da lipoproteina HDL e pelo aumento da capacidade antioxidante do soro humano. Em
relagdo a capacidade antioxidante, outro objectivo era a obtengdo de dados sobre os
possiveis contribuintes para ess¢ aumento.

Apesar do pequeno tamanho da amostragem que serviu de base ao trabalho,
foi possivel estabelecer que a ingestdo de bebidas alcodlicas, independentemente do
tipo (embora se saliente a preferéncia pelo vinho tinto) causa:

-Aumento dos niveis séricos da HDL

-Aumento do status antioxidante total sérico

Dentro dos antioxidantes verificou-se, com o consumo de bebidas alcodlicas:

-Aumento da concentragdo sérica de acido urico

Em relagdo aos niveis de peroxidagdo lipidica, verificou-se:

-Aumento dos niveis de MDA+4HNE

E interessante referir o facto dos nio consumidores que participaram neste
trabalho terem um estilo de vida mais saudavel, com mais consumo de alimentos
vegetais, mais peixe e praticarem mais exercicio fisico e mesmo assim terem niveis
inferiores de HDL e de status antioxidante. Sobre o consumo de gorduras apenas se
conseguiu apurar que os consumidores comem mais carne, ingerindo assim mais
gorduras saturadas o que poderd ser responsivel pelos niveis superiores de
MDA+4HNE.

Qualquer um destes resultados necessita de confirmagdo numa amostragem
maior ¢ mais representativa da populagio portuguesa. Este facto ¢ particularmente
notoério nas enzimas antioxidantes, que por si sd parecem ter uma grande variagio
biolégica e a sua determinagio ser afectada por varios factores. Parece, no entanto,
haver uma tendéncia para o aumento dos seus niveis com o consumo de bebidas
alcodlicas. Seria igualmente interessante o seu estudo em mais do que um tecido,

particularmente nas células envolvidas na aterogénese.
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A mais longo prazo e confirmado o aumento dos niveis plasmaticos da SOD ¢
da GPX, seria de estudar o modo como ¢ induzido esse aumento: subida dos niveis de
sintese ou manutengdo/abaixamento da taxa de destruigao.

Para enriquecer o estudo sobre as contribuigbes para o aumento do status
antioxidante total, seria importante a determinagdo dos niveis de outros antioxidantes,
nomeadamente as vitaminas E e C e algumas proteinas como a transferrina, dado os
sais de ferro estimularem a peroxidagio lipidica pela geragdo de radicais livres de

oXigénio.
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