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EFEKTI ATEROGENE DIJETE NA LIPIDNI STATUS
I NEKE ANTIOKSIDACIONE VARIJABLE U KRVI PACOVA
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Kratak sadrzaj: U ovom radu je pracen efekat osmonedeljne modifikovane dijete za pacove na lipidni sta-
tus, aktivnost glutation-S-transferaze, katalaze, glutationa i koncentracije vitamina E u plazmi muzjaka Wistar
pacova. Zivotinje su Zrtvovane bez anestezije, dekapitacijom, 24 h po prestanku dijete. Krv je prikupljana u hepari-
zovane epruvete radi odredivanja komponenata lipidnog statusa: triglicerida, HDL i LDL. Za histolosku analizu je
izolovana abdominalna aorta. Koncentracije vitamina E, triglicerida, ukupnog i LDL holesterola u plazmi i odnos
LDL/HDL, su bile znacajno povecane (p < 0,05) u poredenju sa kontrolom. Aktivnost glutation-S-transferaze, ka-
talaze i koncentracije glutationa takode su povecani u odnosu na kontrolne pacove, ali ne pokazuju statisticku
znacajnost (p > 0,05). Dobijeni rezultati pokazuju da prolongirana specifi¢na aterogena dijeta kod pacova dovo-
di do znacajnog povecanja varijabli lipidnog statusa bez sli¢nih promena u antioksidativnom statusu u krvi.

Kljucne reci: ateroskleroza, pacovi, lipidni status, antioksidacioni status.

Uvod

Kardiovaskularna oboljenja su jedan od glavnih
zdravstvenih problema, s obzirom na to da doprinose
50% mortalitetu od ukupnog broja evidentiranog,
odnosno oko jedne tre¢ine umrlih su u starosnoj grupi
izmedu 35 i 65 godina. Koronarna sr¢ana oboljenja a
u manjoj meri cerebrovaskularna oboljenja su glavni
uzrocnici kardiovaskularnog mortaliteta (1).

Ateroskleroza je bolest velikih elasti¢nih i ve-
likih misi¢nih arterija koja se manifestuje mestimi¢nim
osteé¢enjem intime (2), odnosno ona je hroni¢no infla-
matorno stanje vaskularnog zida, koje prelazi u akut-
no Kklinicko stanje zbog rupture plaka, sto uslovljava
nastanak tromboze (3).

Na pojavu i razvoj ateroskleroze uticu brojni fak-
tori rizika: zivotno doba, pol, porodi¢na predispozicija,
urodeni poremecaji metabolizma, hiperlipidemija, ar-
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terijska hipertenzija, pusenje, fizicka neaktivnost, go-
jaznost.

Hiperholesterolemija (stecena ili hiperlipopro-
teinemija tip Ila), pove¢anje koncentracije triglicerida i
lipoproteina, su najvazniji i najvise ispitivani faktori ri-
zika (4). Lipoproteini male gustine (LDL) ulaze u celiju
vezujuéi se za LDL-receptore preko apoproteina B.
Ako je koncentracija LDL u plazmi povecana, visak
LDL koji ostaje u cirkulaciji podleze oksidaciji koja
podstice aterogenezu. Drugi vazan lipoprotein u meta-
bolizmu holesterola je lipoprotein velike gustine (HDL).
HDL je supstrat lecitin-holesterol-acil-transferaze
(LCAT), koja esterifikuje slobodni holesterol i smanju-
je njegovu koncentraciju u plazmi (5).

Vaznu ulogu u usporavanju procesa ateroskle-
roze ima endogeni antioksidacioni zastitni sistem koji
¢ine enzimi: superoksid-dismutaza (SOD), katalaza
(CAT), glutationperoksidaza (GSH-Px), glutation-S-
transferaza (GST), glutation-reduktaza (GR) i neenzim-
ske komponente: glutation (GSH), vitamin E, vitamin
C, ubihinon (Co Q) i druge. U stru¢noj terminologiji
postoji viSe naziva za ovaj sistem, ali se termin »antiok-
sidacioni zastitni sistemé& (AOS) ustalio krajem osam-
desetih i pocetkom devedesetih godina dvadesetog
veka (6, 7).
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Cilj ovog rada je bio da se, na animalnom mo-
delu eksperimentalne ateroskleroze, utvrdi povezanost
povecane koncentracije lipida i promena u AOS u Krvi.

Materijal i metode

U ovom radu koris¢eni su odrasli muzjaci Wistar
albino pacova, telesne mase oko 400 g podeljeni u
dve grupe po pet Zivotinja: kontrolnu (K) i eksperimen-
talnu (E). Sve Zivotinje su drZzane na sobnoj tempera-
turi 22 2 2C u kojoj je postovan svetlosni reZim
dan/no¢ (12h:12h). Zivotinje su dobijale vodu i peleti-
ranu hranu ad libitum.

Tretman Zivotinja

Eksperimentalne Zivotinje su podvrgnute modi-
fikovanoj aterogenoj dijeti za pacove u trajanju od
osam nedelja (8). Aterogena smesa je sadrzala: 40%
butera, 10% suncokretovog ulja, 5% kristalnog holes-
terola, 17% saharoze, 20% kazeina, 4% NaCl, 2%
holne kiseline, 0,3% tiouracila, 1% holinhlorida, 0,5%
MgO i 0,2% inozitola. Svaka eksperimentalna Zivotinja
je dobijala po 5 g aterogene smese svakog jutra son-
dom, intragastri¢no, u toku 8 nedelja. Po zavrsetku
tretmana, Zivotinje su Zrtvovane dekapitacijom, bez
anestezije, izmedu 8 i 10 h pre podne. Uzetoj krvi
odredivani su lipidni i antioksidacioni status.

Biohemijske analize

Krv je sakupljana u heparinizovane epruvete,
centrifugirana 15 minuta s 5 000 rpm da bi se odvojili
eritrociti i plazma. Koncentracije komponenata lipid-
nog statusa (triglicerida, ukupnog holesterola, HDL
holesterola i LDL holesterola) odredivane su u uzorku
heparinizirane plazme, primenom uobicajenih enzim-
skih kolorimetrijskih testova (Zastava Yugomedica,
Kragujevac u saradnji sa Lightning Instrumentation,
Lausanne, Switzerland). Takode je racunat odnos

koncentracija LDL/HDL. d plazmi su odredivane aktiv-
nost glutation-S-transferaze (GST) (9), koncentracija
vitamina E (Vit. E) (10) i glutationa (GSH) (11).

Posle odvajanja plazme eritrociti su ispirani tri
puta sa po 2 mL fizioloskog rastvora i centrifugirani tri
puta po 10 minuta na 5 000 rpm. Opranim eritroci-
tima je dodavana hladna destilovana voda u odnosu
1:3, a zatim su uzorci ostavljani da liziraju na ledu (0
2C) uz povremeno muckanje. U hemolizatu je odre-
divana aktivhost enzima katalaze (12).

Histoloske analize

Za histolosku analizu je izolovana abdominalna
aorta koja je fiksirana u Buenovom (Bouin) fiksativu.
Dehidratacija je obavljena u seriji rastvora alkohola
(30%, 50%, 70%, 96% i 100%), prosvetljavanje u ksilo-
lu, a kalupljenje u parafinu. Preseci debljine 5 mm bo-
jeni su hematoksilin eozinom i analizirani na svetlos-
nom mikroskopu Opton.

Statisticka obrada podataka

Za testiranje znacajnosti razlika koris¢en je
neparametarski dvosmerni Mann-Whitney U test iz
softverskog paketa statistickih testova Pharmacologic
Calculation System (R. J. Tallarida & R. B. Murray,
Springer Verlag, New York, 1986).

Rezultati

Koncentracije triglicerida, ukupnog holesterola i
LDL holesterola u plazmi eksperimentalne grupe bile
su statisticki znacajno vece u odnosu na kontrolnu
grupu (p < 0,05). Koncentracija HDL holesterola u
eksperimentalnoj grupi se nije razlikovala u odnosu na
kontrolnu grupu (p > 0,05). Odnos LDL/HDL u grupi
E bio je statisticki znacajno vedi (p < 0,01) u porede-
nju sa kontrolom (Tabela I).

Tabela I Lipidni status muzjaka pacova posle osmonedeljne dijete

Grupe TG, mmol/L H, mmol/L HDL, mmol/L LDL, mmol/L LDL/HDL
K 0,98 0,29 2,02 0,34 0,90 0,26 0,67 0,25 0,82 0,47
E 1,12 0,8* 3,53 1,77** 0,85 0,46 2,31 1,83%* 3,61 2,81%*
(+14%) (+75%) ( 6%) (+245%) (+340%)

(x SD; n=5); *p< 0,05; **p< 0,01.

Tabela Il Antioksidacione varijable u krvi muzjaka pacova posle osmonedeljne dijete

Grupe CAT, U/mL GST, d/mL GSH, mmol/L Vit. E, mg/L

K 39,60 26,90 70,23 32,32 2452 895 5,12 0,75

E 55,34 29,26 78,40 32,32 2972 277,4 12,16 4,31*%
(+10%) (+2%) (+21%) (+138)

(x SD; n=5); *p< 0,01.
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Aktivnost GST i koncentracija GSH u plazmi
eksperimentalne grupe bile su vece za 12% odnosno
21% u odnosu na kontrolnu grupu, ali ne statisticki
znacajno (p > 0,05) (Tabela I). Koncentracija Vit. E u
eksperimentalnoj grupi je bila statisticki znacajno veca
(p < 0,01) za 138% u poredenju sa kontrolom. Aktiv-
nost CAT u eritrocitima pacova eksperimentalne gru-
pe je bila pove¢ana za 40% u odnosu na kontrolnu
grupu, ali bez statisticke znacajnosti (p > 0,05) (Ta-
bela II).

Zid abdominalne aorte kontrolnih Zzivotinja je
imao tipi¢nu gradu zida arterije elasti¢nog tipa: endo-
tel, dobro razvijenu intimu u ¢ijem su se subendotel-
nom matriksu nalazile sporadi¢ne glatke miSi¢ne Celije
sekretornog tipa, mediju od vise slojeva glatkih misic-
nih ¢elija kontraktilnog tipa odvojenih fenestriranim
elasti¢nim laminama, i tanku adventiciju. Kod eksper-
imentalnih Zivotinja, zid abdominalne aorte je bio za-
debljan u celini. Na endotelu su se mogla primetiti
mestimi¢na ostecenja. Intima je bila mestimi¢no ume-
reno zadebljana sa retkom fokalnom celijskom aku-
mulacijom. Slojevi medije su bili odvojeni elasti¢nim
laminama dija je struktura mestimicno bila nejasna, a
mestimi¢no su se zapazale akumulacije lipida. Broj
glatkih misi¢nih ¢elija sintetskog fenotipa je bio pove-
¢an. Adventicija je bila umereno zadebljana, bez zna-
kova zapaljenja.

Diskusija

Rezultati prikazani u ovom radu pokazuju da su
koncentracije triglicerida, ukupnog holesterola i LDL
holesterola u eksperimentalnoj grupi povecani u
odnosu na kontrolu. Sli¢cne promene su uocene i na
drugim animalnim modelimaima aterogene dijete
(13). Ako se posmatra ukupni lipidni status, odnosno
sve njegove komponente zajedno, uocava se da izra-
zito povecanje koncentracije ukupnog holesterola u
toku aterogene dijete nastaje zbog poveéanja koncen-
tracije LDL holesterola. Pove¢ana koncentracija LDL
praéena je njihovom oksidacijom, a za oksidovani LDL
(oxLDL) receptori glatkih misi¢nih Celija i monocita
imaju vedi afinitet i nastaje njihova ekstenzivnija inter-
nalizacija (14). U ranijim radovima je pokazano da ap-
solutni nedostatak ili defekt LDL-receptora (hiperlipo-
proteinemija tip II), kao i njihov relativni nedostatak
(alimentarna hiperlipoproteinemija tip Ila) ima za po-
sledicu povecanje koncentracije LDL u plazmi i pove-
¢anje odnosa koncentracija LDL i HDL u plazmi. d
kontaktu sa endotelom LDL se oksiduje i acetiluje
(15). Kroz oste¢enu endotelnu barijeru LDL lako pro-
dire u intimu gde se fagocituju tkivni makrofagi (16).
Utvdeno je da su makrofagi i glatke miSi¢ne Celije is-
punjene lipidima penaste Celije (17). Penaste Celije,
koje mi nismo zapazili histoloskom analizom abdomi-
nalne aorte pacova, u ateroskleroznom plaku, nastaju
i zbog Ccelijskog preuzimanja ostataka hilomikrona.
Arterijska akumulacija ostataka hilomikrona moze do-
prineti destabilizaciji plaka kao posledici ¢elijske smrti

nakon produkcije reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) u
makrofagima i glatkim misSi¢nim ¢elijama (18). U oksi-
daciji LDL vaznu ulogu ima superoksid anjon radikal
(O5° ) u endotelnim celijama (19). Pove¢ano oslo-
badanje O,* iz zidova arterija u hiperholesterolemiji
potvrduju koncept da je arterijski zid u hiperholes-
terolemiji i/ili aterosklerozi pod poveéanim oksida-
cionim stresom (20). Superoksid anjon radikal i azot
oksid (NO*) produkovani u zidovima arterija od strane
endotelnih i glatkih misi¢nih Celija formiraju peroksini-
trit (ONOO ), a ovaj razlaganjem daje visoko reaktivni
hidroksil radikal koji oksiduje LDL. Na taj nacin, oba
ova radikala doprinose patogenezi ateroskleroze (21).
LDL mogu direktno da stimulisu proliferaciju glatkih
misi¢nih ¢elija, pove¢anjem aktivnosti protein kinaze C
(PKCQ) (22).

Sve vedi broj dokaza potvrduje da su brojna pa-
tofizioloska stanja udruzena sa povecanom vaskul-
nom produkcijom ROS (23). Proaterogenim efektima
ROS suprotstavlja se endogeni antioksidacioni zastitni
sistem. Jedan od mehanizama zastite AOS je inhibici-
ja aterogenih efekata LDL delovanjem SOD (24).
Adheziju leukocita za endotel u ranoj aterogenezi stim-
ulisu oksidovani LDL. Ova stimulacija adhezije leuko-
cita za endotel oksidovanim LDL odvija se preko O5°
zavisnog puta i inibira je SOD koja sadrzi bakar i cink
(CuZn SOD) (25). Prezivljavanje makrofaga i glatkih
misi¢nih ¢elija obrnuto je srazmerno produkciji ROS,
a znatno se produzava u prisustvu SOD i CAT (18).
Monociti i makrofage sadrze vise GSH posle izlaganja
oksidovanim LDL, $to je posledica de novo sinteze
stimulisane oksidovanim LDL (26). Ateromatozni
plakovi su bogati ¢elijama koje sadrze GSH-Px, dok
¢elije normalnih arterijskih zidova skoro da i ne sadrze
GSH-Px. Aktivnost GSH-Px u Celijama ateromatoznog
plaka se povecava tek posto se lipidna peroksidacija
dogodila (27). Ravnoteza izmedu oksidacije LDL i po-
sledi¢nog stvaranja ROS, s jedne i aktivnosti kompo-
nenata AOS, s druge strane, odreduje da li ¢e se i u
kojoj meri odvijati aterogeneza.

U ovom eksperimentalnom modelu aktivnost
CAT u eritrocitima nije znacajno promenjena, sto je u
skladu sa nalazima drugih autora (28). Osim togda,
aktivnost CAT se ne menja znacajno ni u humanim
vaskularnim oboljenjima s ateroskleroti¢cnom osno-
vom, kao $to je angina pektoris (29). Nasi rezultati
pokazuju da aktivhost GST u plazmi nije bila statis-
tisticki znacCajno povecana, ali treba imati u vidu da je
u ranijim radovima pokazano da se GST nalazi pre-
tezno u citosolu a kod pacova u mikrozomima, endo-
plazmati¢nom retikulumu i spoljasnjoj membrani mi-
tohondrija (30). Druga istrazivanja na ovakvim eksperi-
mentalnim modelima pokazuju da je u plazmi smanje-
na aktivnost antioksidacionih zastitnih enzima, clok u
eritrocitima ostaje normalna aktivnost CAT (31). Cinje-
nica da ni koncentracija GSH u plazmi nije statisticki
znacajno promenjena ukazuje da se, u ovom ekspe-
rimentalnom modelu, glutation redoks sistem u celini
ne menja. Od posmatranih antioksidacionih varijabli,
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jedino je koncentracija Vit. E u plazmi bila statisticki
znacajno veéa u eksperimentalnoj grupi u odnosu na
kontrolu. Istrazivanja humanog antioksidacionog sta-
tusa, takode daju podatke da je koncentracija Vit. E
povecana u bolestima koje su posledica hiperlipopro-
teinemije ili koegzistiraju sa njom (29). Literatura obi-
luje cesto vrlo opre¢nim podacima o efektima hiper-
lipidemije, aterogeneze, ateromatoze i ateroskleroze
na AOS i njegove pojedine komponente. Te promene
se razlikuju ne samo izmedu razli¢itih vrsta (32), vec i
izmedu razlicitih tkiva (33). Vecina istrazivaca se slazu

u tome da je interakcija izmedu komponenata AOS
veoma sloZena i razli¢ita u zavisnosti od oksidacionog
agensa. Dobijeni rezultati pokazuju da produzena spe-
cificna aterogena dijeta kod pacova dovodi do znacaj-
nog povecanja koncentracije ukupnog holesterola i
LDL holesterola u krvi, koje korelira s antioksidacio-
nim statusom krvi.

Hiperlipidemija i stvaranje lipidnih peroksida i
drugih ROS su u medusobno povezani a samim tim je
i uloga AOS u usporavanju aterogeneze znacajna.

EFFECTS OF PROLONGED ATHEROGENIC DIET ON LIPID STATUS
AND SOME ANTIOXIDANT PARAMETERS IN RAT BLOOD

Sasko D. Velkouvskil, Verica Milosevié2, Snezana Risti¢!,
Sladan Pavlovié2, Zorica S. Saicié2, Vesna P. Stardevié!
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Summary: In this study we measured the effects of eight-week atherogenic diet on plasma lipid status, glu-
tathione-S-transferase activity, red blood cells-catalase activity, and glutathione and vitamin E plasma level adult
male Wistar albino rats. The animals were sacrificed by decapitation 24 h after the end of the diet. Triglycerides,
total cholesterol, and LDL cholesterol plasma levels, as well as LDL/HDL ratio, and vitamin E plasma level signi-
ficantly raised (p<0,05) after the diet in comparison with the controls. HDL cholesterol plasma level, glutathione-
-S-transferase and red blood cells-catalase activities, and glutathione plasma level remained unchanged
(p>0,05). These findings demonstrated that prolonged specific atherogenic diet in rats induced significant raise
of the lipid parameters, but did not affect blood antioxidant status.

Key words: atherosclerosis, rats, lipid status, antioxidant status.
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