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1. INTRODUGAO

1.1 Oxidagao da LDL

A aterosclerose tem sido uma das patologias mais
estudadas nas Ultimas décadas e, devido ao nimero e a complexidade dos
eventos envolvidos no seu desenvolvimento assim como a natureza e a
extensdao de suas conseqiéncia junto a saude pulblica dos paises
desenvolvidos, devera continuar como objeto de intensa investigagdo
cientifica por um longo periodo de tempo. Trabalhos como o de STEINBERG
(1989), LIBBY (1995) e ROSS (1999), entre varios outros, foram de
importancia fundamental para a reunido de informagdes que proporcionaram
o entendimento atual da aterosclerose como uma doenga inflamatéria
cronica da parede arterial iniciada por alguma forma de agressaoc ao
endotélio (SCHOEN & COTRAN, 2000). Dentro deste conceito, um papel
fundamental tem sido atribuido para a oxidagdo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) (BERLINER et al.,, 1995), o qual, apesar de ainda obscuro
em alguns pontos, tem coiocado a LDL oxidada (Ox-LDL) como participante
chave de toda a complexa série de etapas que constituem o processo
aterosclerético (STEINBERG, 1989: NAVAB et al.,, 1995; STEINBERG,
1997, STEINBERG & WITZTUM, 2002). Deste modo, a LDL oxidada tem se
constituido em um importante elo entre as alteragdes bioquimicas e os
eventos celulares e imunolégicos que podem resultar nas modificagdes da
parede arterial que dao origem ao ateroma (ROSS, 1999). A evolugéo de tal
processo, geralmente longo e insidioso, pode resultar em sindromes clinicas
crénicas como a angina estavel (AE) ou agudas como o infarto agudo do
miocardio (IAM) e a angina instavel (Al), que sdo as conseqléncias mais
dramaticas da aterosclerose (FALK, SHAH & FUSTER, 1995; LIBBY,
1995).

Acredita-se que um dos eventos mais iniciais da
aterosclerose seja o acumulo de LDL na intima arterial (NAVAB et al.,






com antioxidantes tem retardado a progressao da aterosclerose em animais
(STEINBERG, 1997).

Um grande numero de estudos in vitro tem mostrado que
células presentes na parede arterial (residentes ou recrutadas) tém
capacidade de oxidar a LDL e este tem sido considerado o mecanismo mais
provavel para as modificacbes que resultam em particulas aterogénicas
(URSINI et al., 2002). Algumas das agdes exercidas por estas células, que
podem resultar em oxidagao das lipoproteinas, sdo: produgdo de espécies
reativas do oxigénio (ERQ) e do nitrogénio (ERN), produgdo de substratos
que ornginam oxidantes, liberagdo de peroxidase ou compostos com
atividade peroxidasica, como grupamentos ferril e perferril, que promovem a
propagag¢ao da peroxidag¢ao lipidica e, por fim, deple¢ado de antioxidantes da
propria lipoproteina (STEINBERG, 1997). Tanto a porg¢éo lipidica como
protéica da LDL podem sofrer a agdo destes compostos e a oxidagdo de
acidos graxos poliinsaturados (AGPI) dos fosfolipideos, principaimente na
posi¢do sn-2 do esqueleto de glicerol, tem sido uma das alteragoes
estruturais da LDL associadas com o desenvolvimento de propriedades préo-
aterogénicas por esta particula (BERLINER et al., 2001; NAVAB et al.,
2002). A oxidac¢ao de fosfolipideos pode dar origem a liso-derivados como a
lisofofatidilcolina (LPC) e o acido lisofosfatidico (LPA), resultantes da quebra
da ligagdo ester da posigédo sn-2, ou a produtos mais complexos, como 1-
palmitoil-2-oxovaleroil-sn-glicerol-3-fosforilcolina  (POVPC), 1-palmitoil-2-
glutaroil-sn-glicerol-3-fosforilcolina (PGPQC) e 1-palmitoil-2-(5,6-
epoxyprostano E2)-sn-glicerol-3-fosforilcolina (PEIPC), que sao fosfolipideos
oxidados derivados do 1-palmitoil-2-araquidonoil-sn-glicerol-3-fosforilcolina
(PAPC) (BERLINER et al., 2001; NAVAB et al., 2002). A continuidade do
processo de oxidagdo nos AGPl pode levar a produgcdo de aldeidos
altamente reativos como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal
(BERLINER et al., 2001). Alteragdes da ApoB também ocorrem e, em
algumas instancias, uma reatividade preferencial para as proteinas tem sido
descrita e sugerido que modificagdes da ApoB podem ocorrer mesmo com
alterages minimas dos lipideos (URSINI et al., 2002).






poderiam reagir com a ApoB da LDL (HAMILTON, 1997) e induzir a
formagdo de LDL com carga eletronegativa aumentada (LDL") (FABJAN et
al., 2001). Além disso, lipoproteinas com modifica¢des induzidas pelo HOCL
tém sido encontradas nas lesdes ateroscleréticas e isto tem sido atribuido a
liberagao de HOCL por macréfagos contendo MPO presentes nestes locais
(HANSON et al., 2002).

A possivel participagao do anion superédxido (O; 7) na
oxidacdo da LDL parece ocorrer devido a sua capacidade de iniciar reagbes
em cadeia na LDL nativa, conforme tem sido mostrado por experimentos
com inibidores como a superéxido dismutase. No entanto as interpretagdes
destes estudos tém sido controversas (BERLINER & HEINECKE, 1996).

O éxido nitrico (NO) € uma ERN produzida por células
endoteliais da parede da artéria e tem importante fungéo regulatéria do ténus
vascular artenal (BERLINER & HEINECKE, 1996; ALEXANDER & DZAU,
2000). A participagao deste radical livre na modificagdo da LDL ¢ afetada por
diversos fatores. Dependendo das condigbes fisico-quimicas do
microambiente arterial, 0 NO pode ter atuagao deletéria reagindo como O; -
e dando origem ao peroxinitrito (ONOO’), que se decompde em radical
hidroxila (HO), um potente oxidante, ou interagir com a ceruloplasmina
liberando cobre na circulagdo sanguinea, o que também resuita em efeito
pré-oxidante (SHOJI et al.,, 1999). Por outro lado, o ‘NO também poderia
exercer uma fungdo antiaterogénica, neutralizando radicais alcoxita (LO" ) e
peroxila (LOO’) e inibindo a lipoperoxidagdo (MERTENS & HOLVOET,
2001).

A glicose é outro composto que pode participar nas reagoes
de oxidagao da LDL, principalmente em diabéticos, onde tem sido associada
com a progressao da doenga vascular destes individuos (HAMILTON,
1997). Tem sido postulado que, além da glicagdo aumentada da ApoB, a
hiperglicemia poderia promover maodificagées na LDL através do aumento do
estresse oxidativo promovido por compostos como cetoaldeidos, radicais
livres e peréxido de hidrogénio (H202) resultantes da autoxidago da glicose
(MORO et al., 1999).









(BERLINER et al., 2001; NAVAB et al., 2002). Produtos mais simples como
a lisofosfatidilcolina e o acido lisofosfatico também foram associados a
receptores celulares para fosfolipideos oxidados (BERLINER et al., 2001).

A etapa mais severa de oxidagdo da LDL parece ter inicio
apés a entrada dos monécitos na parede arterial e sua posterior
diferenciagdo em macréfagos. Neste novo ambiente parece ocorrer um
aumento dramatico na liberagdo de ERO pelos macréfagos ativados,
provocando um grande aumento do potencial oxidativo local que resuita em
oxidacdo adicional da LDL e alteragdes da ApoB (STEINBERG et al., 1989,
BERLINER et al.,, 1995, STEINBERG; 1997). Uma das principais
consequéncias deste processo, resultante da oxidagao de AGPI dos ésteres
de colesterol, fosfolipideos e ftriacilgliceréis, tém sido mostrado ser a
formagdo de MDA e 4-HNE. Como citado anteriormente, estes aldeidos
interagem com grupamentos amina positivamente carregados em residuos
de lisina da ApoB, provocando alteragdo estruturais e funcionais na proteina.
Além destes, a formagao de outros produtos de oxidagdo, como 6xidos de
colesterol, também tém sido identificados (STEINBERG, 1997). Devido a
estas alteragdes nos lipideos e na ApoB, acredita-se que ocorra uma
amplificagdo das propriedades aterogénicas da LDL, tais como:
quimioatracio e localizagédo tecidual de mondécitos/macréfagos, inibigdo da
vasodilatagio induzida pelo ‘NO, estimulagdo mitogénica para macréfagos e
células de musculo liso, indugao da produgdo de proteina quimiotatica para
monécitos 1 (MCP-1) e fator estimulador de coldnias de macréfagos (M-
CSF) por células endoteliais. Além disso, tem sido demonstrado que as
alteragbes oxidativas da LDL resultam no seu reconhecimento por
receptores scavenger de macréfagos e células de musculo liso. Como citado
anteriormente, estes tipos de receptores nao sao modulados por
retroalimentagdo negativa do colesterol intracelular permitindo a rapida
interiorizag@o e o acimulo de ésteres de colesterol na célula, o que pode dar
origem as células espumosas (BERLINER & HEINECKE, 1996,
STEINBERG, 1997; HANSSON, 2001;). Além de lipoproteinas modificadas,
receptores scavenger como SRA | e Il, CD36, SR-PSOX, LOX-1, MARCO e
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leséo foram consideradas particularmente sujeitas a ruptura (FALK, SHAH &
FUSTER, 1995).

A capsula fibrosa tem o papel fundamental de garantir a
estabilidade da placa e impedir o contato entre o sangue circulante e o
centro lipidico, altamente trombogénico, da lesdo. Assim, a sua estrutura
deve ser capaz de suportar o estresse mecanico ao qual a parede da artéria
esta constantemente submetida devido ao seu formato circular e a pressao
sanguinea. Para que isto ocorra, a capsula deve manter a sua integridade
estrutural, que depende fundamentalmente do balan¢o favoravel entre a
producéo e degradagdo do colageno que é sintetizado, principalmente, pelas
celulas de musculo liso, para a manutengdo da matriz extracelular (FALK,
SHAH & FUSTER, 1995, LIBBY, 2001). A atividade de células presentes na
lesao e a agdo de mediadores inflamat6érios como o IFN-y, sintetizado por
células T, assim como o TNF-a e a IL-1 sintetizada por macrofagos, podem
diminuir a sintese de colageno, inibir a proliferagdo de células de musculo
liso e células endoteliais (LIBBY, 1995; ROSS, 1999; HANSSON, 2001,
LIBBY, 2001), estimular a produgdo de enzimas que degradam a matriz
extracelular, como as metaloproteinases (LIBBY, 1985, LIBBY, 2001;) e
induzir a apoptose de células de musculo liso (HANSON et al., 2002). Além
disso, a digestao de matriz extracelular devido a produgéo de proteases por
mastdcitos encontrados na placa aterosclerética, também tem sido relatada
(HANSON et al., 2002). A a¢do combinada destes varios fatores pode
provocar o enfraquecimento da cépsula fibrosa e comprometer a sua fungdo
protetora sobre o centro lipidico da lesdo, tornando a placa mais vulneravel
ao estresse mecanico provocado pelos fatores hemodinamicos (BUJA &
WILLERSON, 1994;: LIBBY, 2001). Nestas condi¢gbes, a placa poderia
sofrer ruptura, principalmente na regido do “ombro” (isto &, a jungao lateral
entre a placa e a regido adjacente menos afetada do vaso), que é um local
de menor resisténcia onde a capsula fibrosa € menos espessa, com poucas
células de musculo liso e grande infiltragdo de macréfagos e células T
(FALK, SHAH & FUSTER, 1995; LIBBY, 1995; ZAMAN et al., 2000). O
IFN-y sintetizado pelas células T estimula a produgio de TNF-a e IL-1 por
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macréfagos que, por sua vez, induzem a sintese de IL-6 nas células de
musculo liso. Esta uitima interleucina atua sobre os hepatocitos
incrementando a produgao de proteinas de fase aguda, principalmente a
PCR, que juntamente com a IL-6 tem sido associada a atividade inflamatéria
das placas ateroscleréticas instaveis (ROSS, 1999; HANSSON, 2001). A
ruptura de placas instaveis, onde a participagdo de mecanismos de ativagao
imunes e inflamatérios parecem fundamentais, pode dar ongem a trombose
associada as sindromes clinicas da aterosclerose, principaimente infarto
agudo do miocardio e angina instavel (BERLINER & HEINECKE, 1996;
SCHOEN & COTRAN, 2000, HANSSON, 2001).

Apesar da ruptura franca da placa ser reconhecida como a
principal causa da trombose, a erosao endotelial, provocada pelos mesmos
fatores que levam a primeira situagdo, também podem provocar formagao de
trombos devido a exposigao de colageno assim como de fator tecidual, que é
um potente indutor da coagulag¢do (LIBBY, 2001) constituido principaimente
por fosfatidilserina exposta na superficie de células endoteliais vasculares e
macrofagos apoptoéticos (ZAMAN et al., 2000; LIBBY, RIDKER & MASERI,
2002). Tem sido relatado que este tipo de evento geralmente ocorre em
placas que produzem alto grau de estenose e estdo mais associadas com as
sindromes crdnicas da aterosclerose (LIBBY, 1995; DAVIES, 1996). Ao
contrario, a ruptura franca da capsula parece ocorrer em placas
ateroscleréticas que produzem estenose meror que 50% sobre o didmetro
interno do vaso e tem sido mais relacionadas aos eventos clinicos agudos
da aterosclerose, como angina instavel e infarto agudo do miocardio (LIBBY,
1995; ZAMAN et al., 2000). Neste caso, o trombo é formado pelo sangue do
lamem arterial que penetra através da capsula rompida e entra em contato
com o colageno e fator tecidual do centro da lesao (DAVIES, 1996). O tipo e
as conseqiéncias do trombo formado parecem depender, entre outros
fatores, da extens3o da ruptura , grau de estenose, tipo e local do vaso
afetado, velocidade do fluxo sanguineo e o equilibrio entre outros fatores
trombogénicos e fibrinoliticos (DAVIES, 1996; SHOENFELD et al., 2000;
LIBBY, 2001).
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Dependendo de sua localizagdo, o trombo tem sido
classificado como intraplaca, quando contido dentro da leséo,
transicional/mural, quando formado na regido de transi¢do entre a placa e o
limem do vaso e intraluminal ocludente, quando se projeta bloqueando a luz
do vaso (DAVIES, 1996). Dependendo das condigdes citadas
anteriormente, os trombos podem evoluir de vanas maneiras. Estudos tém
revelado que nos casos onde o trombo é reabsorvido, produtos associados
como a trombina e mediadores plaquetarios poderiam aumentar o acimulo
de colageno e a proliferagdo de células de musculo liso no local, resultando
em lesdes avangadas com fibrose e calcificagdo. Este tipo de lesdo cronica
tem sido associado com o desenvolvimento da angina estavel, que é uma
sindrome corondaria cronica. Por outro lado, condigbes que permitem a
formagao de trombos oclusivos podem levar & isquemia severa que origina
as sindromes coronarias agudas, isto & infarto agudo do miocardio e angina
instavel (LIBBY, 2001).

Atualmente dois sistemas de classificagdo tém sido
utilizados para o estudo do processo aterosclerético. A classificagao de Stary
(ZAMAN et al., 2000) e a classificagdo estabelecida pelo Comité de Lesles
Vasculares da Associagdo Americana do Coragdo (FUSTER, 1995; ZAMAN
et al., 2000). A classificagao de Stary é baseada em um estudo morfolégico
do desenvolvimento da placa e categoriza a lesdo aterosclerdtica em oito
tipos. A lesao tipo | (Stary I) & aquela constituida somente por celulas
espumosas derivadas de macrofagos ou mondécitos isoladas, que sao
microscopicamente ou quimicamente demonstraveis. A lesao tipo Il (Stary II)
é caracterizada pelas estrias gordurosas, que ja sao macroscopicamente
visiveis. A lesao tipo Il (Stary IIl) € compativel com o acumulo inicial de
lipideos extracelulares e formagio de uma camada intima mais pronunciada.
O aumento da quantidade de lipideos extracelulares, que resulta na
formagéo do centro lipidico, caracteriza a les@o tipo IV (Stary IV). Na lesdo
tipo V (Stary V) sao observadas migracdo e proliferagdo das células
musculares lisas que vao dar origem a capsula fibrosa. A lesao neste estagio
também & conhecida como fibroateroma. A medida que o processo evolui,
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hemorragia e formagao de trombos podem tornar a lesao mais complexa ou
complicada levando-a a classificagdo de lesao tipo VI (Stéry V1). A posterior
mineralizagédo (calcificagao), resulta em lesdes do tipo VII (Stary VII) e,
finaimente, em sua fase final de evolugéo, as les6es constituidas quase que
inteiramente por colageno fibrotico sao referidas como do tipo VIil (Stary VIII)
(ZAMAN et al., 2000).

Por sua vez, baseado na classificagcdo de Stary a
Associacdo Americana do Coragdao tem classificado o0 processo
aterosclerético em cinco fases. A fase 1, que é atribuida & pequenas lesdes,
geralmente observadas em individuos com menos de trinta anos de idade, é
subdividida em trés tipos. O tipo | &€ caracterizado pela presenca de células
espumosas derivada de macréfagos, o tipo Il contém ambos macrofagos e
ceélulas musculares lisas com depésitos de lipideos extracelulares e o tipo lli
ja demonstra o acimulo de matriz extracelular e depédsitos de lipideos. A
fase 2 indica placas ndao necessariamente estenéticas, mas propensas ao
rompimento devido ao seu alto contetido lipidico, e da mesma maneira que
na fase anterior, tém sido subdividida em tipos IV e Va. O tipo 1V diz respeito
a lesbes celulares confluentes com grande acimulo de lipideos
extracelulares associados a tecido fibroso, enquanto que o tipo Va mostra
uma fina capsula fibrosa recobrindo um centro lipidico. A fase 3 tem sido
considerada uma lesao do tipo VI (Stary V1) complicada, como resultado de
uma ruptura ou fissura da placa, ou da formagédo de um trombo mural que
pode ndo ocluir totalimente a artéria. Quando tal processo, ou seja, a
complicagdo da lesdo tipo VI, produz trombos oclusivos que provocam
sindromes coronarias agudas, tem-se a fase 4. Finalmente, as mudangas na
geometria da placa e a organizagdo do trombo mural por tecido conectivo,
que resultam em trombo fibrético e altamente estenético, caracterizam a fase
V do processo (FUSTER, 1995; ZAMAN et al., 2000).
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1.3 LDL eletronegativa (LDL.)

A sindromes coronarias citadas acima se constituem no
desfecho de um roteiro onde uma das pnncipais atua¢des tém sido atnbuida
a LDL oxidada (STEINBERG et al., 1989; STEINBERG, 1997, EHARA et
al., 2001). No entanto, apesar de todas as evidéncias demonstradas
experimentalmente, ainda existem controvérsias sobre a existéncia e a
origem de uma forma de LDL “totaimente™ oxidada na circulagdo sanguinea
(TSIMIKAS & WITZTUM, 2001). O fato de normalmente nao se encontrar
LDL circulante com altera¢gdes de oxidacéo & atribuido a presenga protetora
de antioxidantes hidrossoliveis do plasma e também a propria estrutura e
antigenicidade da LDL oxidada, que promoveriam a sua rapida remogao do
plasma via receptores scavenger de macrofagos do sistema
reticuloendotelial, principalmente no figado (céiulas de kupffer) e bago, e
pela acdo de anticorpos que poderiam formar imunocomplexos com a LDL
oxidada faciltando a sua depuragdo (HOLVOET & COLLEN, 1998,
PARTHASARATHY, SANTANAN & AUGE, 1998; TSIMIKAS & WITZTUM,
2001). No entanto, parece possivel que particulas de LDL minimamente
modificadas possam estar presentes na circulagdo sanguinea
(PARTHASARATHY, SANTANAN & AUGE, 1998) considerando-se que,
devido ao seu baixo nivel de modificagdo, ainda n&o seria reconhecida pelos
receptores scavenger de macréfagos (TSIMIKAS & WITZTUM, 2001).
STEINBERG, (1997) também tem postulado que particulas de LDL com
modificagdes oxidativas minimas, onde as alteragdes da ApoB séo
suficientes para diminuir 0 seu reconhecimento por receptores LDL mas
incapazes de toma-la um ligante de receptores scavenger, podenam ter um
tempo de vida maior que a LDL nativa, o que resultaria no aumento de sua
concentragdo plasméatica (STEINBERG, 1997). De fato, varios estudos
identificaram um tipo de LDL com modificagées minimas circulante no
plasma humano e de animais através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e por eletroforese € tém sido consensuais quanto as suas

caracteristicas de carga eletronegativa aumentada, maior mobilidade
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eletroforética, capacidade citotoxica e atividade proinflamatéria (HODIS et
al., 1994; AVOGARO, BITTOLO-BON & CAZZOLATO, 1988; DEMUTH et
al.,, 1996; CHANG, ABDALLA & SEVANIAN, 1996; SEVANIAN et al., 1996;
SEVANIAN et al., 1997; SANCHEZ-QUEZADA et al, 2002). Devido a sua
eletronegatividade, esta subfra¢do tem sido denominada LDL eletronegativa
(LDL).

Trabalhos com diversos tipos de delineamento tém estudado
a LDL" tanto no plasma humano como de animais e, provavelmente devido a
variedade de procedimentos adotados, algumas das conclusdes
apresentadas tém sido diferentes, quando nao conflitantes. CAZZOLATO,
AVOGARO & BITTOLO-BON, (1991) relataram que a porcentagem de LDL"
em relagdo a LDL total variou entre 0,5 a 9,8% no plasma de individuos com
colesterol total e triacilgliceréis ndo elevados e ndo se correlacionaram em
termos relativos com o colesterol total, tnacilglicerdis ou colesterol-LDL (c-
LDL) plasmaticos. Porém, de acordo com SEVANIAN et al.,, (1996), as
quantidades absolutas de LDL" s&o relacionadas com os niveis plasmaticos
de c-LDL, o que sugere que as concentragdes de LDL" devem ser maiores
em individuos hipercolesterolémicos. URSINI et al., (2002) tém igualmente
relatado que apesar da porcentagem de LDL no plasma humano ter variado
entre 0.1 a 5% esta poderia se elevar em situagdes que aumentam a LDL
total, como a hipercolesterolemia e diabetes mellitus tipo 2. De fato, tais
condicdes parecem estar associadas de maneira importante a LDL,
considerando que a hipercoiesterolemia parece potencializar as
propriedades pré-inflamatérias da LDL  (SANCHEZ-QUEZADA et al.,, 2002)
e o diabetes mellitus tem sido mostrado favorecer a produgao aumentada de
LDL" por mecanismos envolvendo tanto oxidagdo como glicagao da LDL
(MORO et al., 1999).

A caracterizagao quimica da LDL" também tem gerado certa
controvérsia, o que, como citado, poderia ser explicado pelas diferengas nos
procedimentos experimentais utilizados. DEMUTH et al., (1996) estudaram a
LDL" em plasma humano e descreveram esta particula como uma pequena
fragdo da LDL total (6,740,9%) com alteracdes da ApoB e com poucas
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evidéncias de peroxidacgdo lipidica em relagdo a LDL nativa, considerando
seu conteudo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e
dienos conjugados, que sao indicadores daquele processo. Por outro lado,
outros estudos comparando a LDL" com a LDL nativa no plasma de animais
e humanos hipercolesterolémicos tém demonstrado a presenca aumentada
de TBARS , dienos conjugados, 6xidos de colesterol e hidroperéxidos
lipidicos na primeira, indicando, além de uma possivel origem oxidativa, uma
maior susceptibilidade a oxidagdo da primeira em relagido & segunda
(CAZZOLATO, AVOGARO & BITTOLO-BOM, 1991; HODIS et al., 1994;
CHANG, ABDALLA & SEVANIAN, 1996; SEVANIAN et al., 1996;
SEVANIAN et al., 1997). Em uma revisao de varios trabalhos comparando a
LDL" com a LDL nativa, SEVANIAN, ASATRYAN & ZIOUZENKOVA, (1999)
mostraram que alguns destes estudos tém concordado em caracterizar a
LDL" como uma particula com niveis aumentados de TBARS e dienos
conjugado e diminuidos para a vitamina E (a-Tocoferol) e acido
araquiddnico. Além disso, aumentos na susceptibilidade oxidativa e no
conteudo de peroéxidos lipidicos assim como diminuigdo dos fosfolipideos e
da interagdo com receptor LDL também foram relatados em estudos
isolados. O teor de acido sidlico da LDL", que também tem sido associado a
aterogenicidade (TERTOQV et al., 1998), produziu conclusées controversas,
e foi relatado aumentado (DEMUTH et al., 1996; SEVANIAN, ASATRYAN &
ZIOUZENKOVA, 1999) ou diminuido (HODIS et al., 1994). A maior
citotoxicidade para células endoteliais em relagdo as subfragbes mais
positivamente carregadas tem sido uma propriedade da LDL™ que parece ser
de consenso entre varios estudos, e tem sido avaliada in vitro baseado na
sobrevivéncia de células em cultivos (HODIS et al., 1994); liberagdo de LOH
citoplasmatica, internalizagao de corantes e estudos morfolégicos de células
endoteliais (DEMUTH et al., 1996).

A LDL plasmatica & constituida por um grupo heterogéneo
de particulas com densidade variando entre 1,019 a 1,063 g/ml e a LDL tem
sido associada as subfra¢gdes mais densas da LDL, sendo encontrada
principalmente junto as subfragbes > 1,045 g/ml e chegando a
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aproximadamente 20% naquelas com densidade > 1,050 g/ml (SEVANIAN
et al., 1996). Além disso, a LDL" tém demonstrando caracteristicas quimicas
similares aquelas atribuidas as subfragdes densas da LDL (SEVANIAN,
ASATRYAN & ZIOUZENKOVA, 1999). De fato, as subfragdes contendo LDL
pequena e densas (diametro < 2564 nm) tém sido consideradas mais
aterogénicas do que aquelas maiores e menos densas (LAMARCHE et ai.,
1997) e o seu estudo demonstra um valor preditivo para a progressido da
aterosclerose mais significativo do que a LDL total (SEVANIAN, ASATRYAN
& ZIOUZENKOVA, 1999). Tal potencial aterogénico aumentado tem sido
relacionado as particularidades estruturais e quimicas que parecem conferir
maior susceptibilidade oxidativa a LDL pequena e densa (CHAPPEY et al.
1995; GRUNDY, 1997, KRAUSS, 1998; CHANCHARME et al., 1999;
PACKARD; CASLAKE & SHEPHERD, 2000; TRIBBLE et al.,, 2001). As vias
metabdlicas que resuitam na producdo desta subclasse de LDL parecem
estar associadas com a presenga de niveis limitrofes ou moderadamente
elevados de triacilgliceréis plasmaticos. Estas condigdes tém sido mostradas
favorecerem o acamulo de uma subclasse de VLDL, denominada VLDL,,
que s&o precursores do pool B de LDL, um grupo de particulas com
catabolismo (via receptor LDL) mais lento e que aparentemente déo origem
a LDL pequena e densa (CHAPMAN & BRUCKERT, 1996; PACKARD &
SHEPHERD, 1997; PACKARD, CASLAKE & SHEPHERD, 2000). E
interessante notar que a associagéo entre triacilgliceréis e este fenétipo
lipoprotéico aterogénico tem evidenciado a utilidade deste lipideo como
marcador de risco para a doenga arterial coronaria, apesar do seu papel
como fator causal da doenga ainda nado estar totalmente estabelecido
(GRUNDY, 1998).

Considerando o potencial aterogénico da LDL pequena e
densa e associagdo da LDL  com estas subclasses de lipoproteinas,
SEVANIAN et al., (1996) tém relatado que a resisténcia da LDL total
oxidagdo diminui & medida que aumenta a propor¢cao de LDL™ em relagso a
LDL nativa. De fato, experimentos in vitro realizados por NAVAB et al.,
(2002) tém sugerido que, para Ser oxidada pelas células endoteliais
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vasculares, a LDL circulante necessita de um pré-condicionamento que é
dependente da presenga de determinadas quantidades de espécies reativas
do oxigénio na lipoproteina, sem as quais o processo oxidativo e
conseqlentemente a indugdo da inflamagdo ndo seriam iniciados. Estes
autores tém proposto que a LDL" contemplaria estes requisitos e poderia
representar uma classe de LDL circulante pré-condicionada para a oxidag3o.
Em concordéncia, SEVANIAN et al.,, (1996) relataram previamente que a
LDL" poderia conter niveis de peroxidos suficientes para exceder o limiar
requerido para a propagagao catalitica da peroxidagao lipidica e que,
posterniormente, em interagdes ocorridas principalmente nos espagos
extravasculares, poderiam existir transferéncias de peréxidos lipidicos ou
radicais livres da LDL para a LDL nativa resultando em oxidagdo desta
ultima.

Os sitios de produgdo e o(s) mecanismo(s) de formagao da
LDL" ainda s&o incertos. CAZZOLATO, AVOGARO & BITTOLO-BOM,
(1991) indicaram que a origem da LDL  plasmatica poderia envolver
processos tdo diversos como variagdo genética, contato prolongado com
células endoteliais, captacdo de pequenas quantidades de malondialdeido e
trafego reverso a partir da intima. DEMUTH et al.,, (1996) tém igualmente
postulado que a LDL™ poderia sofrer trafego reverso da parede artenal para a
circulagdo, sendo entdo detectada como uma forma circulante de LDL
modificada. HODIS et al.,, (1994) e GREILBERGER et al.,, (1999)
consideraram possivel que a LDL" tenha origem plasmatica ou na parede
arterial, mas tém apontado como mais provavel a segunda possibilidade,
considerando a maior exposicdo da LDL a agédo deletéria das células
vasculares. De fato, varias hip6teses tém surgido em relagao aos locais que
favoreceriam modificagGes oxidativas da LDL. Estas hip6teses tém proposto
que tais processos poderiam ocorrer em sitios com deplegdo de
antioxidantes hidrossoliveis, como as extremidades de capilares
sanguineos, devido ao actimulo de "ixo" oxidativoe celular, ou em
microambientes formados nos espagos existentes entre o endotélio vascular
e macréfagos aderidos (STEINBERG, 1997; GREILBERGER et al., 1999).
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LDL oxidativamente modificada também foi postulada ser liberada na
circulagdo por macréfagos originarios da regiao subendotelial das estrias
gordurosa (GREILBERGER et al,, 1999). A formagao de LDL™ no plasma a
partir da reagdo da LDL com hemoglobina liberada pela hemdlise devido a
imunoreagbes durante infecgbes também tem sido considerada
(GREILBERGER et al.,, 1999). SEVANIAN, ASATRYAN & ZIQUZENKOVA,
(1999) sugeriram que a produgdo de LDL™ poderia envolver uma via principal
de formagdo, através da peroxidagdo lipidica da LDL, e também vias
alternativas, onde a LDL seria formada por alteragdes da ApoB devido a
glicagao, oxidagdo direta de aminoacidos e reagbes com radicais livres de
proteinas, como radicais hemoglobina. Além da oxidagdo e glicagdo
SANCHEZ-QUESADA et al., (1999) também tém citado a depleg¢do de acido
sialico como provavel mecanismo de produgido de LDL". Outro mecanismo
que tém sido proposto para a producdo de LDL" envolve a autoxida¢ido da
LDL", que podena ocorrer principalmente durante a hipercolesterolemia onde
a razao lipideos/antioxidantes lipossolaveis (principalmente o a-tocoferol) na
particula é alta e a agdo dos antioxidantes seria insuficiente para evitar a
oxidacao (HODIS et al., 1994; GREILBERGER et al., 1999).

Com respeito ao relacionamento entre a estrutura da LDL e
sua oxidabilidade, SEVANIAN & URSINI, (2000) relataram que as mudangas
conformacionais da ApoB da LDL sdo suficientes para diminuir a sua
capacidade de ligagdo com receptores LDL e resultam no acumulo e
instabilidade de peréxidos lipidicos no centro da particula devido ao seu
tempo de vida mais prolongado. Estas quantidades minimas de peroxidos,
produzidas nos estagios iniciais da oxidagdo, podenam alterar o
“empacotamento™ dos lipideos de superficie da particula modificando a
hidratagdo local e as interagcbes com a ApoB e levar as alteragbes da
estrutura secundéaria da apoproteina, que sao similares aquelas observadas
em MM-LDL induzida in vitro. Experimentos in vitro tém mostrado que as
alteragbes estruturais causadas na LDL" pelo acimulo de LOOH e
lisofosfolipideos provocam maior penetragdo de agua na monocamada

lipldica da lipoproteina e isto gera aumento de polaridade e da inser¢ao da
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ApoB no centro lipidico (PARASSASI et al., 2001). URSINI et al., (2002)
sugeriram que as alteragdes conformacionais encontradas na ApoB da LDL"
parecem nao depender de peroxidagdo lipidica severa da particula e
poderiam ocorrer mesmo na presenc¢a de niveis minimos de oxidagdo. Estas
alteracbes aparentemente contribuem para tornar a LDL™ in vivo uma
particula mais susceptivel a oxidagdo quando retida no espago subendotelial
e, uma vez neste local, esta lipoproteina parece exercer seus efeitos
citotéxicos e pro-inflamatdrios. NAVAB et al., (2002) tém relatado que tais
efeitos seriam mediados através da liberagdo de derivados bioativos,
principalmente de fosfolipideos oxidados.

Varios autores tém definido a LDL" como a contrapartida in
vivo da MM-LDL produzida in vitro, devido ao fato de compartilharem varias
caracteristicas biologicas e quimicas (CAZZOLATO, AVOGARO &
BITTOLO-BOM, 1991; STEINBERG, 1997; HOLVOET & COLLEN, 1998;
GREILBERGER et al., 1999; SANCHEZ-QUEZADA et al., 2002). Entre
estas caracteristicas comuns, tém sido relatado que a LDL" possui
fosfolipideos oxidados pré-inflamatérios similares aqueles que foram
isolados na MM-LDL (SEVANIAN, ASATRYAN & ZIOUZENKOVA, 1999).
Como citado anteriormente, tais compostos incluem a lisofosfatidilcolina, o
acido lisofosfatico, derivados do PAPC como o POPVC, PCPC, PEIPC e
lipideos semelhantes ao fator ativador de plaquetas (PAF-like) (BERLINER
et al., 2001; MERTENS & HOLVOET, 2001). Diversos trabalhos tém
relatado a presenga destes produtos durante praticamente todas as etapas
da aterogénese, provocando efeitos tio diversos como a indugdo de VCAM,
ICAM, E-Selectinas, M-CFS, MCP-1 e IL-8 pelas células endoteliais,
enzimas como a fosfolipase A; secretéria (sPLAz), metaloproteinases e
MPO, estimulagdo da via das lipoxigenases, diminuigdo da atividade da
lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT), promog¢do da sintese dos
receptores scavenger CD68 e CD36, aumento da atividade pré-coagulante
de macréfagos e calcificagao vascular (PARHAMI et al., 1993; BERLINER et
al., 2001; SANCHEZ-QUEZADA et al, 2002). YOSHIDA et al, (1998)

relataram que particulas de LDL minimamente oxidada presentes na intima,
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resultantes da agao de células endoteliais e células de musculo liso sobre a
LDL nativa, estdo especialmente associadas com a quimioatragdo de
monoécitos enquanto que a LDL “totalmente” oxidada estaria mais
relacionada a adesividade destas células. Além disso, estes autores também
relataram que a LDL minimamente oxidada foi mais eficiente que LDL
oxidada em induzir a expressdo de receptores scavenger em macréfagos.
Os efeitos resultantes da agdo de particulas de LDL minimamente oxidadas
via derivados bioativos tém sido associados com varias reagbes de
sinalizacao intracelular envolvendo a estimulagdo de proteinas G, ativagéo
da adenilato ciclase, aumento da produ¢ao de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) e da atividade da fosfoquinase A (PKA), ativagdo do fator nuclear
kappa-B (NFk-B) e do fator de transcrigao PPAR-a (PARHAMI et al., 1993,
NAVAB et al., 2002). Considerando que a LDL™ aparentemente representa
uma forma de LDL minimamente oxidada circulante, tém sido hipotetizado
que o endotélio poderia sofrer inducao pré-inflamatéria diretamente a partir
do plasma (SANCHEZ-QUEZADA et al., 2002).

Além dos efeitos citados anteriormente, a oxida¢ao de
fosfolipideos também pode dar origem a aldeidos reativos. Alteragdes da
ApoB pelas ligages com aldeidos reativos tornam a LDL uma particula mais
imunogénica (BUI et al., 1996). Como citado anteriormente, as interagdes
entre MDA ou 4-HNE com aminoacidos positivamente carregados da ApoB,
principalmente lisina, resultam em novos epitopos, os quais tém sido
denominados epitopos especificos de oxidagdo (HORKKO et al.,, 1996;
GREILBERGER et al., 1999). De fato, SEVANIAN et al., (1997) observaram
uma diminuigdo de mais de 40% nos grupamento amina livres na ApoB da
LDL".

Quando a LDL se torna mais extensamente oxidada, seus
epitopos induzem a produgdo de autoanticorpos anti LDL oxidada
(PALINSKI. et al, 1990; SHOENFELD et al., 2000; SHERER et al., 2001).
Véarios estudos, utilizando anticorpos anti LDL modificada pelo
malondialdeido (MDA-LDL), tém mostrado uma relagéao positiva entre titulos

de anticorpos anti LDL oxidada com as sindromes coronarias agudas e a
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doenga arterial coronéria poés-transplante cardiaco (BUI et al.,, 1996;
HOLVOET, 1998; HOLVOET et al. 1998; INOUE et al. .2001), assim como
associado o aumento dos titulos destes anticorpos com a instabilidade de
placas ateroscleréticas (INOUE. et al. .2001). No entanto, o carater pré ou
antiaterogénico destes anticorpos ainda ndo esta totalmente estabelecido
(SHOENFELD et al., 2000). Foi demonstrado que em individuos saudaveis
existe uma correlagao inversa entre os titulos de anticorpos anti Ox-LDL e a
concentragdo de LDL oxidada, o que tem sido interpretado como uma agéo
protetora dos autoanticorpos, provavelmente associado a depuragao de LDL
aterogénica (SHOENFELD et al., 2000). Por outro lado, niveis diminuidos
de IgM anti LDL oxidada foram correlacionados com menor espessamento
da carétida em individuos com |IAM prévio (TSIMIKAS et al., 2003). Em
individuos com doencga aterosclerotica estabelecida, os altos titulos de
autoanticorpos encontrados foram correlacionados com o avango da doenga
(SHOENFELD et al., 2000).

Independente deste e de outros aspectos ainda néao
totalmente esclarecidos, a LDL oxidada tem sido relatada como um fator
comum na via final de varios fatores de risco que levam a formagado das
células espumosas e, conseqientemente, a aterosclerose (TSIMIKAS &
WITZTUM, 2001). Apesar disso, ainda ndao se sabe precisamente qual
marcador de LDL oxidada & o mais relevante para estados especificos da
doenca (TSIMIKAS et al., 2003). Por isso, tem sido considerado que, depois
de devidamente avaliados em estudos mais extensos, os ensaios para
epitopos de oxidagdo na LDL oxidada poderdo ter qualidades preditivas
substanciais, juntamente com as avaliagdes do perfit lipidico e dos
marcadores inflamatbrios, no estudo da aterosclerose (TSIMIKAS &
WITZTUM, 2001). Considerando-se que a LDL" poderia representar um
estagio evolutivo inicial da LDL oxidada (MERTENS & HOLVOET, 2001;
NAVAB et al, 2002), este e outros tipos de abordagens analiticas da LDL
poderdo ajudar a esclarecer alguns pontos ainda obscuros em nosso

entendimento sobre o processo aterosclerético.
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Devido ao fato de ser encontrada in vivo na circulagio
sanguinea, a LDL  poderia auxiliar a preencher uma importante lacuna
existente na abordagem da aterosclerose baseada na teoria oxidativa, ou
seja, a auséncia de um ensaio mais adequado para demonstrar diretamente
a oxidagdo da LDL plasmatica e assim realizar uma avaliagao mais
consistente do risco (PARASSASI et al., 2001). Tragando um paralelo, vale
lembrar que a determinagdo da LDL oxidada (via epitopos da MDA-LDL)
juntamente com a troponina cardiaca tem se mostrado um forte preditor das
sindromes corondrias agudas (HOLVOET, COLLEN & VAN de WERF,
1999: TSIMIKAS et al., 2003). Porém vale lembrar que muitos testes para
determinagdo de LDL oxidada sdo baseados em imunoensaios que utilizam
anticorpos produzidos contra LDL oxidada in vitro, muitas vezes utilizando
formas de LDL “totalmente™ oxidadas como antigenos, 0 que nao garante
similaridade total com o processo in vivo (CAZZOLATO, AVOGARO &
BITTOLO-BOM, 1991; STEINBERG, 1997). Considerando-se estes
aspectos, tem sido discutida a necessidade de uma melhor compreensao
das atividades biolégicas da LDL" e de sua relagao com o desenvolvimento
da aterosclerose, no sentido de determinar a sua importancia clinica como
forma circulante de LDL oxidada, visto que esta ainda € pouco
compreendida (AVOGARO et al.,, 1988; SEVANIAN et al., 1997).

Embora venha se tornado evidente a presenga de formas de
LDL oxidada circulante, via demonstragdo da existéncia de epitopos
especificos de oxidagdo no plasma por anticorpos dirigidos contra tais
estruturas, uma das limitagdes para o estudo destas formas modificadas de
LDL circulantes té&m sido atribuida a deficiéncia na especificidade e
sensibilidade dos métodos utilizados para a sua determinagao . Por isso,
esforcos no sentido de superar estas limitagdes metodoldgicas tém sido
direcionados principalmente para a elaboragéo de imunoensaios com melhor
desempenho, onde diferentes tipos de anticorpos dirigidos contra LDL
oxidada tém sido utilizados. O anticorpo monocional murino mAb EQ6,
dirigido para MM-LDL (também denominada Ox-LDL-E06), tem sido utilizado
como um marcador plasmatico de LDL oxidada (TSIMIKAS et al., 2003).
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Este anticorpo faz parte de um grupo de anticorpos (EO3, EO4, EO6 e EOQ7)
isolados de células B de camundongos deficientes em ApoE e sao reativos
contra fosfolipideos oxidados derivados do PAPC (SHAW et al.,, 2001).
TOSHIMA et al.,, (2000) também relataram o desenvolvimento do anticorpo
monoclonal murino mAb FOH1/DLH3 que reconhece produtos oxidados da
fosfatidilcolina, inclusive aqueles complexados & ApoB, mas nao reage com
LDL nativa, MDA-LDL, LDL acetilada ou LDL glicada. Utilizando este
anticorpo, CHAPPEY et al. (1995) demonstraram uma relagdo positiva entre
a LDL oxidada de fragdes isoladas por ultracentrifugagdo e as sindromes
coronarias agudas. Em um estudo abordando as sindromes coronarias
agudas e crénica, HOLVOET et al.,, (1998) relataram o uso dos anticorpos
monoclonais de origem animal mAb4E6 e mAb-1H11 dirigidos contra LDL
oxidada e contra LDL modificada pelo malondialdeido (MDA-LDL),
respectivamente. Recentemente, SHAW et al, (2001) relataram o
isolamento de um autoanticorpo anti LDL oxidada de origem humana a partir
do soro de um individuo com doeng¢a arterial coronana e expressao
aumentada de anticorpos anti epitopos especificos de oxidagdo do tipo
MDA-LDL. Este anticorpo, uma IgG denominada IK 17, também se liga a
células apoptoticas e inibe a sua fagocitose in vitro. A origem dos
autoanticorpos anti LDL oxidada ainda é motivo de controvérsia, porém
KEARNEY, (2000) relatou que estudos com camundongos deficientes em
ApoE tém mostrado que IgM anti LDL oxidada pertencem a uma classe de
anticorpos naturais (T15) dirigidos contra epitopos de fosforilcolina comuns a
LDL oxidada, células apoptéticas e varios microorganismos, como
pneumococos. Tais anticorpos seriam produzidos por clones de células B
selecionados ainda no figado fetal ou na medula 6ssea perinatal pela
sensibilizagao por restos de células apoptéticas ou por LDL oxidada. Com a
finalidade de estudar a LDL° em camundongos ateroscleréticos,
DAMASCENO (2001), em Tese de Doutorado pela FCF-USP/Sao Paulo,
desenvolveu o anticorpo monoclonal anti-LDL" mAb 3D1036 através do qual
foi possivel a determinagio da LDL" plasmédtica por um imunoensaio ELISA .

OTE CA -
. as Fatmacéu\wcas

ga0 Pavio

BB

Facuidade de Cienc
: Un’wers\dade de



26

Devido as ja citadas propriedades fisico-quimicas da LDL" e
considerando os inimeros estudos que tém estabelecido a correlagdo da
LDL e suas formas modificadas com o processo aterosclerético (HODIS et
al., 1994, DEMUTH et al. 1996 e SEVANIAN et al.,, 1997), a determinagao
da LDL" poderia fornecer informagdes adicionais importantes sobre a agao
bioldgica e a resposta imune envolvidas com esta lipoproteina na
aterosclerose. Considerando-se também que, além da LDL possivelmente
nao sé representar uma fragao circulante de LDL oxidada (SEVANIAN et al.,
1999), mas também ser um pré-requisito importante para que tal processo
ocorra (SEVANIAN et al., 1996; NAVAB et al., 2002), o estudo da
concentragdo plasmatica de LDL ™ podena fornecer informagdes preditivas
mais completas quanto a evolugdo da aterosclerose, ja que esta subfragdo
demonstraria melhor a condigdo real da LDL frente a agdo de processos
oxidativos in vivo (SEVANIAN et al, 1996). De fato, o estudo da
aterosclerose em seus estagios iniciais ainda é de dificil realizagdo através
das tecnologias atuais e permanece o desafio para o desenvolvimento de
metodologias que permitam a detecgdo do processo aterosclerotico em sua
fase inicial (BUI et al., 1996). STEINBERG & WITZTUM, (2002), abordando
um dos aspectos que ainda geram controvérsias quanto a importancia da
teoria oxidativa em relagdo a aterosclerose humana, que é a falta de
comprovagdo dos beneficios da terapia com antioxidantes em humanos,
destacaram a falta de marcadores mais adequados para estes estudos.

Portanto, considerando a LDL"~ como representante dos
estagios iniciais de oxidagdo da LDL (NAVAB et al, 2002) e as
possibilidades técnicas proporcionadas pelas recentes metodologias
disponibilizadas, o estudo da LDL" poderia representar uma nova perspectiva
para o monitoramento das modificagdes oxidativas da LDL que ocorrem in
vivo, assim como possibilitar investigagdes sobre o seu potencial
aterogénico.

A proposta deste trabalho é realizar um estudo direto da
LDL" plasmatica, através de sua concentragdo, assim como um estudo

indireto, pela determinagao dos niveis de autoanticorpos anti LDL, em
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individuos portadores de sindromes coronarias agudas (infarto agudo do
miocardio e angina instavel) e crénicas (angina estavel). Além de contribuir
para o melhor entendimento da participagdo da LDL™ nestes eventos, as
informagdes geradas poderao demonstrar a utilidade da LDL™ como

marcador bioquimico das sindromes coronarias.

2. OBJETIVOS

= Estudar a LDL" e a formagao de autoanticorpos anti LDL”
em pacientes com sindromes coronarias estaveis (angina
estavel) e em pacientes com sindromes coronanas

agudas (angina instavel e infarto agudo do miocardio).

= Verificar a utiidade da quantificagdo da LDL" como
marcador bioquimico em individuos com sindromes

coronanas agudas e crbnica.
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procedimento em periodo préximo & data de inclusao no estudo e tais dados
serviram para a confirmagao do diagnéstico. Por sua vez, os individuos com
AE realizaram o exame em data anterior ao estudo devido a estes
constituirem casos previamente diagnosticados sob acompanhamento
ambulatorial. O grupo controle (C) foi composto por individuos que no
apresentaram evidéncias clinicas para doenga arterial coronaria € nenhum
dos fatores de risco estudados. O nimero de individuos em cada grupo foi
de 21 (IAM), 8 (Al), 19 (AE) e 15 (C) respectivamente, totalizando um grupo
de 63 individuos estudados. Além destes, foi recrutado um grupo de 9
individuos para a extracao e purificagdo de LDL" conforme descrito abaixo.

3.2 Coleta de amostras

Amostras de sangue foram coletadas através de pungao
venosa com tubos a vacuo de 16x100mm (VACUETTE®, greiner bio-one)
para a obtengdo de soro, plasma heparinizado e plasma-EDTA (acido
etileno-diaminotetracético), sendo que a concentra¢do de anticoagulantes
utilizadas nos dois ultimos tubos foi de 1,8 mg de EDTA/mI de plasma e 14
U.l. de heparina/ml de plasma, respectivamente. Apos a coleta, as amostras
foram mantidas refrigeradas e protegidas da luz at¢ o momento da
separa¢ao do soro/plasma e adigdo dos antioxidantes descritos abaixo. As
amostras do individuos com IAM ou Al foram obtidas até 48 horas apés o
atendimento e/ou internamento, sendo que, devido a inten¢do de se obter a
amostra dentro do menor tempo possivel em relagao ao inicio dos eventos,
foi dispensada a obrigatoriedade de jejum para estas amostras. No entanto,
depois de um periodo médio de internamento de 5 dias, estes individuos
tiveram uma amostra adicional (22 amostra) coletada apoés jejum de 12 horas
para o estudo de possiveis alteragbes no perfil lipidico da primeira amostra
devido & auséncia de jejum. Os individuos com AE e os controles, por sua
vez, tiveram suas amostras coletadas depois de 12 horas de jejum.
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realizada por metodologia ultra-sensivel (N High Sensitivity CRP-Dade
Behring) com sensibilidade de aproximadamente 0,175 - 1.100 mgl/l.

3.5 Isolamento de Lipoproteina de Baixa Densidade
(LDL).

Aliquotas de LDL foram obtidas por ultracentifugagao a partir
do plasma de individuos com colesterof total = 249 £ 29,0 mg/dl, de acordo
com o procedimento descrito por GRIFFIN et al.,, (1990). Brevemente,
plasma/EDTA foi obtido e processado em condigbes idénticas aquelas
descritas anteriormente. Em seguida as amostras de plasma tiveram suas
densidades corrigidas para 1,090 g/ml com a adigdo de KBr sélido (0,3979
mg/3,0ml de plasma). O plasma e 7 aliquotas de salinas de KBr com
densidades variadas foram entdo  cuidadosamente  dispostos
seqlencialmente em tubos de polivinil para ultracentrifuga de modo a
constituir um gradiente descontinuo de densidade. A seqiéncia e o0s
volumes de introdugdo das salinas e do plasma ajustado obedeceu a
seguinte ordem: 1.182g/ml(0,5 ml), plasma-1,090g/mi(3,0 ml), 1,060 g/mi(1,0
ml), 1,056 g/ml (1,0 ml), 1,045 g/m! (1,0 mi), 1,034 g/ml (1,5 ml), 1,024 g/ml
(1,5 ml) e 1,018 g/m! (1,0 ml) respectivamente. Os tubos assim preparados
foram ultracentrifugados durante 24 horas a 40.000 rpm e 4°C em uma
ultracentrifuga Sorvall® Ultra pro 80 com rotor swing Sorvall® TH 641. Apés a
aspiracido e descarte de 1,0 ml da fragdo sobrenadante (VLDL, d=
1,019g/mi) foram coletados 6,0 ml da fragéo intermediaria subsequente do
gradiente (d= 1,024 a 1,060 g/mi) correspondente a LDL (d= 1,019 a 1,063
g/ml). Para remogao do excesso de KBr, as fragées de LDL foram dialisadas
durante a noite em solugdo tampao de dialise mantida em geladeira, sob
agitacdo constante e protegida da luz. As aliquotas de LDL assim obtidas
foram misturadas e armazenadas a -70°C até sua posterior utilizagao.
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3.6 Isofamento da Lipoproteina de Baixa Densidade
Eletronegativa (LDL")

Segquindo-se a técnica descrita por Hodis ef al. (1994), com
algumas modificagbes, a mistura de LDL obtida foi submetida a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um cromatégrafo
Shimadzu® LC-10AD para isolamento da LDL". Foi utilizada uma coluna
Hamilton® PRP-X500 e fase mével constituida por um gradiente formado por
tampao TRIS 20mM, pH 7,8 (bomba A) e tampao TRIS 20mM + NaCl 1M,
pH 7,8 (bomba B). As amostras de LDL foram injetadas com uma seringa
Hamiiton® de 1000 Hl e o tempo de corrida foi de 45 minutos. Devido a sua
maior eletronegatividade, a LDL" foi eluida @ medida que a concentragao de
NaCl aumentou. Os tempos de retengdo para a LDL nativa (nLDL) e LDL"
foram de 5 e 15 minutos, respectivamente, com a fase mével sendo
constituida aos 5 minutos por 100% de tampao TRIS 20mM (bomba A) e aos
15 minutos por 62% de tamp&o TRIS 20mM (bomba A) e 38% de tampio
TRIS 20mM + NaCl 1M (bomba B). O eluente foi monitorado a 280 nm e as
aliquotas de LDL" foram coletadas em frascos contendo o mesmo conjunto
de antioxidantes utilizados durante a coleta das amostras. As aliquotas de
LDL" purificadas foram misturadas e concentradas a vacuo sob refrigeragéo
em um Speedvac SC 110 Savant® e tiveram suas concentragdes protéicas
(Hg/ml) determinadas pelo método de Lowry (LOWRY ef a/,, 1951) com a
utilizagdo de albumina bovina como padrao. Imediatamente a seguir, as
amostras foram congeladas a -70°C até sua posterior utilizagdo como
padrdes na elaboragio de curvas de calibragdo para o doseamento da LDL"
ou como antigenos para a sensibilizagdo de placas nos ensaios para

determinagao de autoanticorpos anti LDL".
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3.7 ELISA para a determinagao da LDL" plasmatica

3.7.1 Sensibilizagao das microplacas com o anticorpo

Placas de microtitulagdo com 96 pogos Lumicount® (Nunc
Inc. Naperville, IL) foram recobertas com 50ul/pogo do anticorpo monoclonal
anti LDL" mAb3D1036 (IgG de camundongo anti LDL") diluido em tampao
carbonato-bicarbonato (0,1M, pH 9,6) em uma concentragio final de
1pg/pogo e em seguida foram incubadas em 37°C durante a noite. Apos
descarte do sobrenadante as placas foram lavadas trés vezes com 150 pl de
tampéo TBS-TWEEN 0,05%.

3.7.2. Bloqueio de sitios de ligagdo livres

As placas foram bloqueadas com 150 pi/poco de uma
solugdo de leite em p6 desnatado em TBS a 5% e apds 2 horas de
incubagdo em 37°C o sobrenadante foi descartado e as placas foram
lavadas por trés vezes com tampaoTBS-TWEEN 0,05%.

3.7.3 Aplicagao das amostras

Foram adictionados 50 pl/pogo de amostras de plasma e
calibradores (LDL  330pg de proteinas/ml em diluigdes 1/10, 1/50, 1/100 e
1/1000) em ftriplicata, o conjunto foi incubado por 2 horas a 37°C e em
seguida lavado por trés vezes com tampaoTBS-TWEEN 0,05%. Trés pogos
em cada placa foram mantidos livres de amostras para utilizagdo como
branco.

3.7.4 Reagao com o conjugado

Foram aplicados 50 pl/pogo do conjugado constituido pelo
mAb3D1036 biotinilado diluido 1:1000 em solugdo de leite-TBS a 1%, as
placas foram incubadas durante 2 horas em 37°C e lavadas trés vezes com
tampaoTBS-TWEEN 0,05% . Em seguida foram aplicados 50 pi/pogo de
solugdo de avidina-peroxidase diluida a 1:3000 em leite-TBS a 1% e as
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placas sofreram novo periodo de incubagdo por 2 horas em 37°C e lavagem
por trés vezes com tampaoTBS-TWEEN 0,05%.

3.7.5 Reagao com o substrato

Em cada placa, a revelagao foi feita acrescentando-se 50
pl/pogo do substrato constituido por 0,5 ml de luminol (luminol 0,76mM +
p.iodofenol 0,3 mM em tampao TRIS-HCL pH 8,5) misturado a 2,5 ml de
H,O deionizada e adicionado de 0,75 mi de H;O2 (0,25 ml H,Ox/mi
substrato) imediatamente antes da leitura em 405 nm realizada em um

luminémetro para microplacas LumiCount® (Packard BioScience Company).

3.7.6 Calculos

Foram obtidos os valores médios para as luminescéncias
das triplicatas ou duplicatas cujo resuitados apresentaram variagdo < 10%. O
resultado final da luminescéncia de cada amostra foi obtido depois de
descontado o valor da luminescéncia do branco de sua respectiva placa.
Estes valores foram utilizados para calcular as concentragtes de LDL™ em pg
de proteina/ml nas amostras por regressdo linear (y=36,5635.x) a partir da
curva de calibragao elaborada.
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3.8 ELISA para determinagao de autoanticorpos anti
LDL"

3.8.1. Sensibilizagao das placas com o antigeno

Placas para microtitulagdo de 96 pogos COSTAR® (Corning
Incorporated, New York, USA) foram sensibilizadas com a aplicagio de 50 pl
de LDL" previamente diluida com tampé&o carbonato-bicarbonato (0,1 M, pH
9,6) em uma concentra¢io final de 1 pg/po¢o e incubadas durante a noite
em estufa a 37°C. Apds o periodo de incubag¢do, o sobrenadante foi
descartado e as placas foram lavadas trés vezes com 150 pl de tampao
PBS-TWEEN 0,05% (pH 7,2).

3.8.2 Bloqueio de sitios de ligagao livres

As placas sensibilizadas foram bloqueadas com a aplicagao
de 150 pl de uma solugio de leite em p6 desnatado em tampao PBS a 6% e
incubadas por 2 horas em 37°C. Apds o periodo de incubagdo, o
sobrenadante foi descartado e as placas foram lavadas por trés vezes com
150 pl de tampao PBS-TWEEN 0,05% (pH 7,2).

3.8.3 Aplicacao de amostras

Aliquotas de 50 pyl de amostras de plasma previamente
diluidas 1:100 em uma solucgéo de leite em pé desnatado em tampao PBS a
1% foram aplicadas em triplicata as placas bloqueadas e em seguida
incubadas por 2 horas em 37°C. Apbés o periodo de incubagdo, o
sobrenadante foi descartado e as placas foram lavadas por trés vezes com
150 pl de tampao PBS-TWEEN 0,05% (pH 7,2). Trés pogos em cada placa

foram mantidos livres de amostras para utilizagdo como branco.
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3.8.4 Reagao com o conjugado

O conjugado anti-lgG/Peroxidase (anticorpo code 610-1302
Peroxidase Conjugated Affinity antihuman IgG (goat), Rockland) previamente
diluido 1:2000 em uma solugdo de leite em pé desnatado em tampao PBS a
1% foi aplicado em quantidades de 50 pl/poco e em seguida as placas foram
incubadas por 2 horas a 37°C. Apdés o periodo de incubagio, o
sobrenadante foi descartado e as placas foram lavadas por trés vezes com
150 pl de tampao PBS-TWEEN 0,05% (pH 7,2)

3.8.5 Reagdo com o substrato

Em cada pog¢o foi adicionado 50 pl do substrato (preparado
no momento do uso) constituido por uma solugdo de ABTS em tampao
citrato-fostato (0,53 mg de ABTS/mi de tampao citrato-fostato) e H,0O2 (0,25
ml para cada ml de ABTS/citrato-fostato). Em seguida as placas
permaneceram em repouso durante 30 minutos em temperatura ambiente e
as absorbancias foram determinadas a 405 nm em um fotdbmetro para

microplacas SpectraCount® (Packard BioScience Company)

3.8.6 Calculos

Foram obtidos os valores médios para as absorbancias das
triplicatas ou duplicatas cujo resuitados apresentaram variagdos 10%.
Destes valores foi descontado o valor da absorbancia do branco de sua
respectiva placa e o resultado final foi considerado como o nivel de

autoanticorpos anti LDL da amostra (ABS 405 nm).
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3.9 Estatistica

Devido a grande maioria dos grupos de dados analisados
nao mostrarem distribuigdo normal, os resuitados foram calculados como
mediana (minimo-maximo), exceto para a idade, onde foi utilizado média t
desvio padrao. O tipo de distribuigao dos dados foi verificado pelo teste de
normalidade de Shapiro-Wilk em um programa Arcus Professional versiao
2.0 XTc. Para comparagdes entre dois grupos de dados foram utilizados o
Teste de Mann-Whitney ou o Teste dos Postos Assinalados de Wilcoxon
(para dados pareados) enquanto que para os estudos de comparagio
envolvendo 3 ou mais grupos foi utilizado o Teste de Kruskal-Wallis. As
comparagdes entre colunas foram realizadas pelo Teste de Comparagdes
Multiplas de Dunn e as correlagoes entre os dados avaliados foram
determinadas pelo coeficiente de correlagdo de Spearman (r). Estes ultimos
meétodos nado-paramétricos foram aplicados com a utilizagdo de um
programa GraphPad Instat tm versdo 2.04a. O nivel de significancia
estabelecido foi de p< 0,05.

Os gréficos do tipo “Box-Chart” foram confeccionados com o
programa GraphPad Prism com as linhas horizontais central, inferior e
superior da caixa representando os valores da mediana, 1° e 3° quartis,
respectivamente. A barra descendente mostra o valor minimo e a
ascendente o valor maximo do grupo de dados representados. Os demais
graficos foram construidos com o programa Excel e o calculo das
concentragdes de LDL™ foram realizados através de regressdo linear

utilizando 0 mesmo programa.
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4. RESULTADOS

A tabela 1 mostra as caracteristicas gerais do grupo de
individuos estudados, que foi subdivido em subgrupos IAM (infarto agudo do
miocardio), Al (angina instavel), AE (angina estavel) e C (controle). Entre os
subgrupos, com exceg¢do para o subgrupo Al ,onde as proporgdes foram
iguais, ocorreu predominio do sexo masculino sobre o feminino, sendo que o
grupo total apresentou 64% de homens para 36% de mulheres. Ndo foram
verificadas diferengas significantes para a idade entre os subgrupos (p=
0,1362). O tabagismo foi verificado em 11% do total de individuos estudados
e teve maior freqUéncia no subgrupo AE (16%). A hipertensdo artenal foi
encontrada em 43% dos individuos sendo igualmente mais frequente no
subgrupo AE (68 %). Por sua vez, o diabetes mellitus foi identificado em
16% do grupo total estudado e a maior porcentagem de individuos
acometidos foi encontrada no subgrupo Al (25%). A utilizagdo de estatinas
abrangeu 44% dos individuos e sua principal utilizagdo foi observada entre

os pacientes do subgrupo AE (84%).

Tabela 1. Caracteristicas Gerais do Grupo Estudado

[ Subgrupos [T 1AM Al | AE | € [ TOTAL

[ N° de individuos [ 21 i 8 [ 19 [ 15 [ 63

“Sexo (Masc/Fem) [ 138 [ 44 [ 154 [ 87 [ 4023
(%) | (62/38) | (50/50) | (79/21) | (53/47) | (64/36)

[ Idade (anos)* T 6415 | 69317 [ 5910 | 596 | 62:17

[ Tabagismo (%) 7 15 [T12 [ 16 T 0o [ M

[ Hipertensao (%) [ 43 [ 82 [ e8 | 0 [ a3

| Diabetes Mellitus (%) I 23 [ 25 [ 16 [ 0o [ 16

['CT efou c-LDL elevados (%) | 14 [ o | s [ o [ s

| Uso de estatinas (%) | 29 [75 [ 84 [ o [ 44

idade expressada como meédia * desvio padrdo.* p= 0,1362. |IAM: infarto
agudo do miocardio; Al: angina instavel; AE: angina estavel; C: controle; CT:
colesterol total, c-LDL: colesterol associado a LDL; CT elevado: CT=240
mg/dl; c-LDL elevado: ¢c-LDL =160 mg/dl.
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A atividade da CPK foi maior no subgrupo IAM e diferiu
significantemente dos demais subgrupos (p<0,001), porém, ndo ocorreram
diferengas significativas de atividade entre os subgrupos Al, AE e C. Da
mesma forma, os niveis de atividade da CKMB também foram
significantemente maiores no subgrupo IAM em relag&o aos subgrupos Al,
AE e C (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente), sendo que, entre estes
altimos subgrupos, nao foram constatadas diferencas para a atividade da
enzima. A determinagdo de AST igualmente mostrou maior atividade no
subgrupo IAM, que diferiu significantemente apenas dos subgrupos AE e C
(p< 0,001), enquanto que a LDH, por sua vez, também se mostrou maior no
subgrupo I1AM, onde a atividade foi mais alta que nos subgrupos Al, AEe C
(p< 0,05, p< 0,001 e p< 0,05, respectivamente).

Os resultados de colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-
VLDL, colesterol-LDL, tnacilglicer6is e ApoB ndo apresentaram diferencas
significativas entre os subgrupos e a concentragdo de PCR apresentou
maior elevagido no subgrupo |AM, diferindo significativamente dos subgrupos
AE e C (p<0,01 e p<0,05, respectivamente).

A concentragdo de LDL em individuos com sindromes
coronarias agudas ou cronica foi maior do que nos controles. Os niveis mais
elevados de LDL" em relagao ao subgrupo C foram encontrados no subgrupo
1AM (p< 0,001), onde a concentragdo de LDL" foi 93 % maior. Os subgrupos
Al, e AE, também mostraram concentragbes de LDL  significativamente
maiores (p<0,05 e p< 0,01, respectivamente) com valores 73% e 62% mais
altos que os controles. Por outro lado,quando comparados apenas entre
eles, os subgrupos de individuos com sindromes coronarias agudas ou
cronica (IAM, Al e AE) ndo mostraram diferengas significantes na
concentragédo de LDL .

A determinagdo dos autoanticorpos anti LDL™ mostrou que
individuos do subgrupo IAM e Al possuem niveis significantemente mais
elevados em relagdo aos controles. Os niveis mais elevados foram
encontrados no subgrupo Al seguido pelos subgrupos IAM, AE e C. A
comparagio dos niveis de anticorpos, tanto do subgrupo IAM como do






43

24
H * # * #
8 1T
]
2 1 T
d
-
£ 1
* — o
o
LAM Al AE C
Subgrupos

Figura 2. Niveis de autoanticorpos anti LDL" (ABS 405 nm)
nos subgrupos de individuos estudados. Resultados
expressados como mediana (minimo-maximo). IAM: infarto
agudo do miocardio; Al: angina instavel; AE: angina
estavel; C; controle. * p<0,001 (em relagdo ao subgrupo
C); # p< 0,01 (em relagdao ao subgrupo AE).

Tabela 3. Valores de r para as Correlagbes entre LDL™ ou Autoanticorpos anti
LDL" com Parametros Bioguimicos determinados no Grupo Estudado

LDL" (%lml) Ac Anti LDL" (ABS 405 nm)

r r
ApoB (pg/ml) -0,1346 -0,0802
c-LDL (mg/dI) -0.1987 0,2133
c-HDL(mg/dl) -0,1075 -0,0885
Col Total (mg/dl) -0.1651 -0,1888
Triacilgliceréis (mg/dl) 0,0337 -0,0524
hs-PCR (mg!/l) 0.1646 0,3439°
CKMB (un)* 0,3657 0,4755"
LDL (ug/mi) - 0,3860°
Ac Anti LDL (ABS 405 nm) 0,3860 -

r= coeficiente de correlagido de Spearman. * avaliado somente no grupo IAM.
* p<0,05; ® p<0,01.

A tabela 3 mostra os valores dos coeficientes de correlagao
(1) entre as concentragdes de LDL" ou niveis de autoanticorpos anti LDL’
com os demais parametros bioquimicos determinados para os subgrupos de
individuos estudados. Foram estabelecidas associagbes significativas
(ROSNER ,1995) entre autoanticorpos € PCR, CKMB e LDL" (= 0,3439,



r= 0,4755 e r= (,3860), respectivamente. Com os demais parametros
bioquimicos (ApoB, c-LDL, ¢-HDL, colesterol total e triacilglicerdis), nao foi
possivel demonstrar a existéncia de correlagdo. Exceto com os

autoanticorpos anti LDL, como citado antenormente, também nao foi

possivel demonstrar qualquer correlagao entre as concentragdes de LDL e

os parametros bioquimicos analisados. As correlagdes entre 0s niveis de
autoanticorpos anti LDL" com a CKMB e a PCR nos individuos estudados

estdo demonstradas nas figuras 3 e 4, enquanto que a figura 5 mostra a

correlagdo entre autoanticorpos anti LDL e LDL".

T T T T T T 1

0 0 9 W W 0 W 0
PCRémo)

Figura 3. Correlagdo entre as
concentragbes de PCR (mgA) e
niveis de autoanticorpos anti LDL
(ABS 495 nm) no grupo de
individuos estudados. r—= 0,3439
(p=0,0058).

1£-|

Figura 4. Correlacdo entre a
atividade de CKMB (UN) e niveis
de autoanticorpos anti LDL(ABS
405nm) em individuos com infarto
agudo do miocardio. = 0,4755
(p=0,0294).

B\BL\OTECA‘ .
Faculdade de Ciéncias Farmacgulicas
Universidage de Sao Paulo
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Figura 6. Correlagdo entre concentragdes de LDL ™ (ug/mi) e
niveis de autoanticorpos anti LDL~ (ABS 405 nm) nos
subgrupos de individuos estudados. r= 0,3860 (p= 0.0018).

Como demonstrado pela tabela 4, nao foi verificada
diferenga significativa entre a concentragdo de LDL em individuos com
sindromes corondrias agudas (IAM e Al) em relagao aqueles com sindrome
coronaria crénica (AE), porém observou-se variagdo significante dos niveis
de autoanticorpos anti LDL™ entre estes dois grupos de individuos
(p<0,0001).

Tabela 4. Comparagdo das Concentra¢gdes de LDL™ e dos Niveis de
Autoanticorpos Anti LDL™ entre Individuos com Sindromes Coronarias
Agudas (IAM e Al) e Sindrome Coronaria Crénica (AE).

LDL" (ug/mil) Anti LDL" (ABS 405 nm)
p* —t

Sindromas
coronarias 40 7(18,7-107,9)  0.3647 1,094(0,157-1,583) <0.0001
agudas
Sindrome
coronaria 35,0(23,0-79,9) 0,527(0,304-1,052)
cronica

Resultados expressados como mediana (minimo-maximo). *em relagao a
sindrome coronaria crénica.
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Tabela 5. Comparagdao entre Concentragbes de LDL™ ou Niveis de
Autoanticorpos Anti LDL" com o Numero de Lesdes Angiograficamente
Detectaveis em Individuos Portadores de Sindromes Coronarias Agudas
(IAM e Al) ou Crénica (AE)

LDL’ (uglml) Anti LDL" (ABS 405 nm)
Ndmero de Lesdes n p=0,7455 p=0.0869
1 8 36,7(18,7-54,5) 0,561(0,331-1,573)
I 15 36,1{22,4-107,9) 0,931(0,157-1,583)
"l 14 38,3(19,3-79,9) 0,670(0,304-1,315)
IVou + 9 33,4(22,6-104,2) 1,231(0,755-1,467)

Resultados expressados como mediana (minimo-maximo). n: numero de
individuos analisados.

As concentragdes de LDL™ e niveis de autoanticorpos anti
LDL  nos individuos com sindromes coronanas agudas (1AM, Al) ou cronica
(AE) produzidos na presenga ou auséncia de quatro dos tradicionais fatores
de risco para a aterosclerose sao mostrados na tabela 6. Individuos com
colesterol total efou colesterol LDL elevados produziram as maiores
concentragbes de LDL", seguidos por tabagistas, portadores de diabetes
mellitus e hipertensos. Por sua vez, os niveis mais elevados de
autoanticorpos anti LDL" foram encontrados em individuos que nao portavam
hipertensao arterial seguidos por nao tabagistas, ndo portadores de diabetes
e néo portadores de colesterol total e/ou colesterol LDL elevados. Apesar
das diferentes concentragdes de LDL e niveis de autoanticorpos anti LDL
encontrados entre portadores e nao portadores dos fatores de risco
abordados, nédo foi possivel demonstrar significancia estatistica para estas
variagdes.

As concentragdes de LDL e titulos de autoanticorpos anti
LDL" associadas ao nimero de fatores de risco presentes em individuos com
sindromes coronarias agudas ou crénica, conforme mostrado na tabela 7,
nio apresentaram vanagdes significativas. Os maiores valores para LDL’
foram determinados em individuos com dois fatores de nsco enquanto que
os niveis de autoanticorpos anti LDL" mostraram maior elevagcado em
individuos sem identificagdo de qualquer um dos fatores de risco abordados.
A variacao da LDL foi marginaimente significante enquanto que para 0s

autoanticorpos néo foi verificada significancia.
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Tabela 6 . Comparagao das Concentragbes de LDL ou dos Niveis de
Autoanticorpos Anti LDL" entre Individuos com Sindromes Coronarias
Agudas ou Crdnica Portadores ou Nao Portadores de Fatores de Risco para
Aterosclerose.

LDL&QImI) Anti LDL" (ABS 405 nm)
n J' pw

Hipertensos 27 38,3(18,7-107,9) 0,6475 0,722(0,331-1,573) 0.3036

Nao 21 36,1(20,2-104,2) 0,931(0,304-1,583)
Hipertensos

Tabagista 7 43,9(22,6-104,2) 0.2486 0,803(0,37-1,403) 0.5340
Nao 41 36,06(18,7-107,9) 0,896(0,304-1,583)

Tabagista

Diabético 10 40,5(19,3-104,2) 0.5508 0,841(0,441-1,567) 0.8380
Nao 38  36,1(18,7-107,9) 0,849(0,304-1,583)

Diabético

CT elou c-LDL 4 47,0(22,6-107,9) 0.6528 0,727(0,493-1,238) 0,8714
elevados

CTeloucdDL 44 36,2(18,7-104,2) 0,836(0,157-1,583)
nio elevados

Resultados expressados como mediana (minimo-maximo). n: numero de
individuos analisados. CT: coiesterol total, ¢c-LDL: colesterol LDL. CT efou ¢c-
LDL elevados: CT = 240 mg/d! e c-LDL =160 mg/dl. *(em relagdo aos nao
portadores do fator de risco).

Tabela 7. Associagdo do Nimero de Fatores de Risco com as
Concentragdes de LDL ou Niveis de Autoanticorpos Anti LDL™ em Individuos
com Sindromes Coronarias Agudas e Crénica.

LDL" (ug/ml) Anti LDL (ABS 405 nm)
N° de Fatores de Risco n p=0,0984 p=0,3988
0 9 34,4(20,2-19,9) 0,946(0,304-1,583)
1 16 35,4(18,7-69,7) 0,594(0,331-1,573)
2 11 57,4(19,3-107,9) 0,896(0,157-1,467)
3 12 30,7(22,6-42 6) 0,775(0,441-0,803)

Resuitados expressados como mediana (minimo-maximo). n: niumero de
individuos analisados.
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Figura 7. Comparagao dos niveis de autoanticorpos anti
LDL" entre individuos com sindromes coronarias agudas
ou cronica usuarios e ndo usuarios de estatinas.
Resultados expressados como mediana (minimo-maximo)
ESTATINA+: Individuos com sindromes coronarias agudas
ou crdnicas usuarios de estatinas. ESTATINA-: Individuos
com sindromes coronarias agudas ou crénicas nao
usuanos de estatinas. * p<0,01 (em relagdo a individuos
nao usuarios de estatinas).

Como mostram a figura 7 e a tabela 8, a comparagao das
concentragdes de LDL" entre individuos com sindromes coronanas agudas
ou crdnica que faziam ou ndo uso atual de estatinas ndo mostrou varniagéo
significativa, porém, os niveis de autoanticorpos anti LDL™ dos usuarios de
estatinas mostraram niveis significativamente menos elevados em relagéo

aos Nao usuarios.

Tabela 8. Comparagiao das Concentragdes de LDL ou dos Niveis de
Autoanticorpos Anti LDL™ entre Individuos com Sindromes Coronarias
Agudas ou Crénica Usuarios e Nao Usuarios de Estatinas

LDL" WIml) Anti LDL" (ABS 405 nm)
n p. p.
Usudrios de 20 37.3 0.7144 0,672 0.0022
Estatinas (20,2-107,9) (0,304-1,567)
Nio Usudrios 28 34,9 1,211
de Estatinas (18,7-104,2) (0,340-1,583)

Resuitados expressados como mediana (minimo e maximo). *(em relagao
aos n&o usuarios de estatinas). n: namero de individuos analisados.
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As concentragoes de LDL™ e niveis de autoanticorpos anti
LDL" também foram analisadas em relagdo ao tempo de evolugdo das
sindromes corondrias agudas, para isso foram estabelecidos intervalos de
tempo levando em consideragéo o tempo estimado em horas decorrido entre
o inicio do evento clinico e a coleta da amostra analisada. Desta maneira,
conforme mostrado na tabela 9, os individuos com diagnéstico para infarto
agudo do miocardio ou angina instavel foram subdivididos em intervalos de
tempo variando entre “até 12" £12 horas) a “48 horas ou mais” (>48 horas)
em relagdo ao inicio dos sintomas. Tanto para a LDL" como para como para
os autoanticorpos, os menores valores foram verificados naqueles pacientes
que tiveram suas amostras coletadas “apés 24 até 36 horas” (>24<36 horas)
de evolugdo das sindromes coronaria agudas. Nestes individuos, a
concentragdo de LDL" e os niveis de autoanticorpos estavam,
respectivamente, 15% e 36% menores em relacado aqueles com até “12
horas” € 12 horas) de evolugdo da doenga. Por sua vez, as maiores
concentragbes de LDL" e os niveis mais elevados de autoanticorpos anti
LDL" foram respectivamente atingidos nos intervalos “apés 36 até 48 horas”
(>36=48 horas) e “apds 12 até 24 horas” (>12224 horas) do inicio do evento,
produzindo aumentos de 85 % para a LDL" e 18 % para os autoanticorpos,
quando comparados as amostras obtidas no intervalo de tempo mais
precoce (¢ 12 horas). Apds 48 horas (>48 horas) do inicio dos eventos, a
concentragao de LDL™ ainda encontrava-se elevada em 28% em relag&o ao
primeiro intervalo de tempo enquanto que os niveis de autoanticorpos
mostravam uma elevag¢ao de 6 %.

Entretanto, pesar dos diferentes valores de LDL e
autoanticorpos nos intervalos de tempo avaliados, tais vanagbes néo
mostraram significAdncia estatistica. Uma anadlise simultidnea destas
variagdes & apresentada pela figura 8 e mostra que até 48 horas apds o
inicio das sindromes coronanas agudas foi possivel observar perfis similares
no comportamento para as concentragbes de LDL™ e niveis de
autoanticorpos. Apés este tempo, o comportamento da LDL" nos individuos
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analisados mostrou uma tendéncia para redugéo dos valores, enquanto que

0s niveis de autoanticorpos sugeriram um padréo de elevagao.

Tabela 9. Concentragées de LDL™ ou Niveis de Autoanticorpos Anti LDL™ em
Relagéo ao Tempo de Evolugao das Sindromes Coronarias Agudas .

LDL (pg/mi) Anti LDL" (ABS 405 nm)
Tempo de Evolugio* n p= 0,3025 p= 0.8255
$12 horas 6 32,8(18.7-104,2) 1,033(0,489-1,573)
>12 £ 24 horas 10 40,8(22,4-107,9) 1,215(0,340-1,567)
>24 < 36 horas 4 27,8(19,3-69,2) 0,658(0,531-1,583)
>36 S 48 horas 3 60,6(56,2-73,6) 0,963(0,960-1,231)
> 48 horas 4 42,0(34,3-50,5) 1,093(0,906-1,304)

Valores expressados como mediana (minimo-maximo).*intervalos de tempo
(horas) decorridos entre o inicio da sindrome coronaria aguda (infarto
agudo do miocardio ou angina instavel) e o momento da coleta da amostra
para andalise. n: numero de individuos analisados

—&—LDL- (ug/ml} —&— Anti LDL-(ABS 406 nm .100)

/\/P—’“‘
—— T

<12 >12<24 >24<36 >36<48 >48
Tempo (horas)

Figura 8. Variagdo das concentragdes de LDL (pg/ml) e niveis de
autoanticorpos anti LDL(ABS 405 nm) durante o tempo de evolugao (horas)
das sindromes coronaria agudas (IAM e Al) nos tempos de ( s 12 hs), (>12
S 24 hs), (>24< 36 hs), (>36 < 48 hs) e (> 48hs) apés o inicio das
sindromes coronarias agudas (JIAM e Al). Resultados expressados como
mediana. LDL™: p=0,3025; Anti LDL": p=0,8255.
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5. DISCUSSAO

A determinagdo da LDL plasmatica tem despertado
interesse quanto & possibilidade de sua utilizagao como uma forma de
avaliagdo da oxidagdo de LDL in vivo (MORO et al., 1999; SANCHEZ-
QUEZADA et al., 2002), um processo de importancia reconhecida em varias
etapas da doenga aterosclerética (STEINBERG, 1997; NAVAB et al,
2002). Para estudar o comportamento da LDL" em individuos com sindromes
coronaria agudas e cronica foi utilizado um ELISA baseado no anticorpo
monoclonal murino mAb3D1036, dirigido contra epitopos da LDL"
(DAMASCENO, 2001). Adicionalmente, os niveis séricos de autoanticorpos
anti LDL" também foram determinados através de um segundo ELISA, que
utilizou como antigeno a LDL isolada a partir de plasma humano. Ambos
ensaios foram realizados diretamente no plasma obtido dos individuos
estudados sem isolamento prévio da fragdo de LDL.

As concentragdes de LDL  estavam significativamente
elevadas em individuos com sindromes corondna agudas e crénica,
principalmente naqueles acometidos por infarto agudo do miocardio, ja que o
valor mediano da LDL" deste subgrupo foi praticamente o dobro daquele dos
controles. Estes dados sugerem uma provavel associa¢gdo da LDL™ com tais
eventos clinicos e podem contribuir para refor¢ar as evidéncias ja existentes
do envolvimento de particulas de LDL modificadas na doeng¢a cardiovascular
e auxiliar na diferencia¢do entre individuos com e sem doenga arterial
coronaria.

Em relagdao as sindromes corondarias, os mecanismos de
produgdo, assim como os locais de formagdo da LDL™ ainda estado
indefinidos e os resultados obtidos neste estudo sugerem a auséncia de
vinculos diretos de um ou de outro com o metabolismo lipidico, no que diz
respeito aos niveis plasmaticos de lipideos e lipoproteinas, uma vez que nao

foi possivel demonstrar qualquer correlagdo entre a concentragdo de LDL"
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com o colesterol total, colesterol-LDL, colesterol-HDL, triacilglicerdis ou Apo
B. Além disso, 0 uso de estatinas, que atuam inibindo o metabolismo do
colesterol (LIBBY & AIKAWA, 2003), aparentemente nao produziu efeito
redutor significativo sobre as concentragdes plasmaticas da LDL".

E digno de nota que parte do efeito anti-aterogénico da HDL
tem sido atribuido a sua capacidade em inibir a oxida¢do da LDL devido a
acao da ApoA1 e de enzimas associadas, como a paraoxonase e a acetil-
hidrolase do fator ativador de plaquetas, entre outras (WATSON et al., 1995;
NAVAB et al., 1996; NAVAB et al., 2002). De fato, experimentos tém
mostrado que estes componentes da HDL podem inibir a oxidagdo de
fosfolipideos da LDL e evitar a formagdo de LDL minimamente oxidada (MM-
LDL) (BERLINER et al., 1995), que é a contrapartida in vitro da LDL"
(SANCHEZ-QUEZADA et al.,, 2002). No presente estudo, no entanto, esta
atividade protetora da HDL nao foi evidenciada, considerando-se que uma
correlagéo inversa entre as concentragoes de LDL" e colesterol HDL néo foi
demonstrada. Dados semethantes foram obtidos por SHOJI et al., 2000 em
um estudo abordando a Ox-LDL em individuos saudaveis. Portanto, mesmo
considerando as limitagGes do estudo em relagao ao niamero de individuos
estudados, é possivel supor que pelo menos parte da LDL™ tenha sido
produzida fora da circulagdo sanguinea com trafego posterior até o
compartimento vascular, uma vez que as evidéncias para uma produgao
sistémica de LDL baseadas em suas correlagdbes com os lipideos
sanguineos nao puderam ser demonstradas. Observagdes similares tém
sido feitas em relagdo a Ox-LDL (HOLVOET et al., 1999), e como a LDL"
aparentemente representa um estagio inicial de modificagdo da Ox-LDL
(TSIMIKAS & WITZTUM, 2001), parece possivel aplicar a mesma
interpretagdo em relagédo a LDL".

Além da parede arterial, considerado o local mais indicado
da ocorréncia de alteragdes da LDL (SANCHEZ-QUEZADA et al., 2002),
outras provaveis fontes de LDL oxidativamente modificadas podem ser as
placas ateroscleréticas rotas ou permeaveis, as lesdes isquémicas do

miocardio ou mesmo sitios remotos de produgdo, sendo que, pelo menos
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necrose miocardica com melhor desempenho em termos de sensibilidade e
especificidade, como a Troponina | (APPLE & HENDERSON, 1999:
KEARNEY, 2000), talvez lograsse éxito em estabelecer tal correlagédo. De
fato, um estudo prévio de HOLVOET, COLLEN & VAN de WERF, (1999),
demonstrou que determinagdes simultaneas das concentragbes de Ox-LDL
e Troponina | tiveram sensibilidade e especificidade adequadas para
diagnosticar sindromes coronarias agudas.

Individuos com sindromes coronarias agudas (infarto agudo
do miocardio e angina instavel), aos quais se atribui instabilidade e ruptura
de placas (DAVIES, 1996), ndao apresentaram diferengas significativas nos
niveis de LDL" em relagdao aos individuos com sindrome coronaria cronica
(angina estavel), onde as placas possuem maior estabilidade e rupturas nao
sdao comuns (DAVIES, 1996). Além disso, quando comparados
individualmente, os subgrupos de individuos com infarto agudo do miocardio,
angina instavel ou angina estavel também nao se diferenciaram
significativamente quanto as concentragbes plasmaticas de LDL". A faita de
diferenciagao entre as sindromes coronarias agudas e a sindrome coronaria
cronica no que diz respeito a LDL"ndo permitiu, pelos dados obtidos neste
estudo, que fosse estabelecida uma associagdo entre o aumento da
concentragdo de LDL™ e uma hipotética liberagido subita de LDL™ devido ao
rompimento e/ou "surtos” de atividade das placas instaveis que ocorrem no
infarto agudo do miocardio e angina instavel, mas ndo na angina estavel
(LIBBY, 2001).

A proteina C reativa (PCR) € um marcador sensivel de
inflamagdo e dano tecidual (KINLAY & SELWYN, 2003; PEPYS &
HIRSCHFIELD, 2003) e, no que diz respeito a aterosclerose, representa a
integracdo de toda uma cadeia de ativagédo de citocinas, principalmente IL 1,
TNFa e IL 6, envolvidas tanto com a aterogénese como com as
manifestagdes clinicas da doenga (YU & RIFAI, 2000; LIBBY, RIDKER &
MASERI, 2002). Apesar de seu carater inespecifico, devido aos avangos
metodolégicos no seu doseamento (PEPYS & HIRSCHFIELD, 2003), assim

como caracteristicas de estabilidade, meia vida, independéncia do ciclo
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cicardiano, sexo e idade entre outras, a PCR tém sido considerada um
marcador biolégico com bom valor preditivo para o risco de eventos
cardiovasculares iniciais ou recorrentes (HAMM, 2001; PLENGE et al,
2002; PEPYS & HIRSCHFIELD, 2003; YEH & WILLERSON, 2003). Além
disso, esta proteina de fase aguda parece ter participacido direta nos
processos  aterogénicos a partr da produgdio de peptideos
imunomodulatérios (YU & RIFAI, 2000; YEH & WILLERSON, 2003). No
presente estudo n&o foi verificada associagdo significativa entre as
concentragbes de PCR e LDL', ndo sendo possivel, portanto, estabelecer
uma correlagéo entre a produgdo de LDL" com fatores locais ou sistémicos
através de uma abordagem pelo quadro agudo ou inflamatdrio
representados pelos valores de PCR. Entretanto, estudos prévios tém
relatado a importadncia da inflamagdo intra e extraplaca em acelerar a
evolugao do ateroma e de eventos coronarios (LIBBY, RIDKER & MASERI,
2002) assim como a presenga de LDL oxidativamente modificadas em
placas de individuos com sindromes coronaras agudas (EHARA et al.,
2001). Portanto, deve-se aqui igualmente considerar o pequeno nimero de
individuos estudados como provavel fator responsavel pela auséncia de
correlagao entre os parametros analisados, assim como a complexidade nas
relagdes entre PCR e a LDL". Por exemplo, na presenga de um estimulo de
fase aguda, como nas sindromes coronarias agudas, a PCR sofre elevag¢des
que podem chegar a 10.000 vezes o seu valor basal, atingindo o pico em 48
horas e decaindo rapidamente depois de cessada a agressdo (PEPYS &
HIRSCHFIELD, 2003). A LDL", por sua vez, mostrou variagdes muito mais
discretas entre os menores e 0s maiores valores nos individuos estudados e,
apesar de significativamente elevada nas sindromes coronarias agudas, a
sua produgao, ao contrario da PCR, aparentemente ndo esta submetida a
alteragdes drasticas e ocorre de forma mais continua, considerando-se que,
como citado antenormente, parecem n&o ocorrer picos de liberagdo de LDL".
Isto parece atribuir caracteristicas temporais diferentes a ambos quanto a
sua utilidade como marcadores biolégicos no estudo dos eventos
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inflamatérios relacionados com as sindromes coronarias, principalmente nas
suas formas agudas.

Quatro dos principais fatores de risco para a aterosclerose e
eventos cardiovasculares resultantes sdo o tabagismo, a hipertensido
arterial, o diabetes mellitus e altas taxas de colesterol. A associagado entre o
tabagismo e a aterosclerose esta bem estabelecida e foi demonstrada ja na
década de 60. Varios mecanismos de a¢ao tém sido propostos desde entao,
a maioria relacionados a efeitos deletérios ao endotélio arterial de fumantes
incluindo a hipoxia causada pela formac¢do de carboxi-hemoglobina, o
aumento da permeabilidade a LDL, lesGes mediadas pela liberagido de
catecolaminas, aumento da atividade protrombética do plasma e
modificag6es oxidativas da LDL (PECH-AMSELLEM et al., 1996; GIANNINI,
1998). PECH-AMSELLEM et al., (1996) relataram que células endoteliais de
fumantes oxidaram a LDL mais intensamente que células endoteliais de nao
fumantes o que resultou em aumento significativo na fragdo de LDL com
maior eletronegatividade (39% em média comparado com 14% em meédia
nos nao fumantes). No presente estudo, com apenas 7 individuos entre 63
sendo identificados como fumantes, a presen¢a do tabagismo como fator
capaz de alterar a concentragio de LDL™ ndo pode ser evidenciada, uma vez
que nao ocorreu diferenga significativa das concentragbes de LDL no
tabagismo em relagéo a LDL™ produzida na auséncia deste fator de risco.

A hipertensao arterial, outro importante fator de risco,
correlacionado com a aterosclerose, parece participar ndo apenas da
aterogénese mas também da desestabilizagdo e ruptura das placas (FALK,
SHAH & FUSTER, 1995; GIANNINI, 1998). Hipertensdo e hiperlipidemia
sdo fatores freqilentemente associados em individuos portadores de
aterosclerose e parecem compartilhar, pelo menos em parte, de
mecanismos comuns para iniciar e potencializar o processo aterosclerético.
Um destes mecanismos aparentemente envolve a produgdo de estresse
oxidativo na parede arterial, levando & indugdo de um grupo de genes pré-
inflamat6rios sensiveis as alteragdes do estado de oxido-redugdo nas

células endoteliais. Tal resposta do endotélio em combinagio com a prépria
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isquémicas e as concentragoes costumam se restabelecer somente apés 8
semanas do evento (FALUDS, 2001; MARANHAOQO, 2001). Por outro lado, as
concentragdes de triacilgliceréis , colesterol HDL e colesterol VLDL nio
mostraram variagdo significativa entre as amostras obtidas na auséncia ou
presenca de jejum (dados ndo mostrados). Desta maneira, pelo menos no
que diz respeito aos lipideos plasmaticos, a auséncia de jejum
aparentemente nao provocou interferéncia significativa.

A relagdo entre colesterol e aterosclerose ha muito ja foi
estabelecida e portadores de colesterol total e/ou LDL-colesterol (c-LDL)
elevados sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento da doenga (GIANNINI,
1998). No atual estudo, os individuos com taxas de colesterol total e/ou ¢-
LDL elevadas produziram as maiores concentragbes de LDL™ em valores
absolutos, no entanto estas ndo se diferenciaram significativamente
daquelas dos individuos normolipémicos ou com valores limitrofes de
colesterol total e c-LDL. Deste modo, a partir dos dados disponibilizados,
nao foi evidenciada a influéncia de niveis de colesterol total = 240 mg/dl e c-
LDL = 160 mg/dl na produgdo de LDL. Da mesma forma, CAZZOLATO,
AVOGARO & BITTOLO-BOM (1991), ftrabalhando com individuos
normolipémicos também relataram a auséncia de associa¢do significativa
entre as concentragbes de colesterol total e c-LDL com as propor¢des
relativas de LDL". No entanto, embora os estudo citados nao tenham
evidenciado uma ligagao entre o colesterol total e c-LDL plasmaticos com a
concentragdo relativa de LDL, esta relagido parece importante e poderia ir
além daquela que diz respeito apenas aos mecanismos de produ¢io da
LDL. Considerando-se o carater pré-inflamatério da LDL™ em induzir a
liberacdo e IL-8 e MCP-1 por células endoteliais (SANCHEZ-QUEZADA et
al.,, 2002), a combinagao de concentragdes aumentadas desta lipoproteina
junto aos niveis elevados de colesterol total e/ou c-LDL podernam de alguma
forma potencializar tanto a aterogénese como o risco de eventos
cardiovasculares, visto que estes eventos tém sido associados a inflamagao.
‘De fato, individuos com niveis de colesterol aumentados devido &

hipercolesterolemia familiar, e que sao reconhecidamente submetidos a um
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maior risco aterosclerético, mostraram proporgdes de LDL trés vezes
maiores que individuos normolipémicos (SANCHEZ-QUESADA et al.,, 1999;
SANCHEZ-QUEZADA et al, 2002). Quando tratados com estatinas, estes
individuos mostraram uma rapida redugéo de 40% da proporgdo de LDL em
relagdo a LDL total depois do primeiro més de tratamento mas com uma
diminuigéo continua até o sexto més quando a redugdo chegou a 60%. No
estudo atual, porém, as concentragoes de LDL" em individuos com
sindromes coronarias agudas e cronicas aparentemente nao sofreram
alteracdo devido ao uso de estatinas. A presenga ou auséncia do
medicamento produziram concentragbes de LDL™ que diferiram em 6%
apenas, ndao permitindo portanto, a suposicdo de uma ag¢ao efetiva das
estatinas em reduzir a produgéo de LDL’, considerando-se os dados obtidos.

Como citado anteriormente, parte dos efeitos
antiaterogénicos da terapia com estatinas aparentemente devem-se a
mecanismos ndo relacionados com a redug¢do do colesterol. Tais efeitos,
denominados pleiotrépicos, tém sido atribuidos ao fato de que a inibigdo da
HMG-CoA redutase pelas estatinas resulta, além da reducao da sintese de
colesterol, na modulagao de outras substancias produzidas pela mesma via
biossintética (LIBBY, 2001.). Entre outras, tém sido relatado a provavel
inibigdo da sintese dos intermedianos isoprenéides pirofosfato de farnesil e
pirofosfato de geranilgeranil, que sao compostos envolvido com reagdes de
sinalizagdo intracelular. Os efeitos pleiotropicos relacionados com estas
acdes das estatinas incluiram melhoria da fungdo endotelial pela indugdo da
6xido nitrico sintetase endotelial, agdo antiinflaténa e ag¢do antitrombética
(LIBBY & AIKAWA, 2003). No entanto, ainda existem muitas controvérsias
sobre este tema principalmente no que diz respeito as suas aplicagbes
clinicas, uma vez que a maioria dos dados sobre tais efeitos foram obtidos
em experimentos delineados com concentragdes de estatinas muito acima
daquelas de uso terapéutico atual (LIBBY, 2001; LIBBY & AIKAWA, 2003).

O numero de fatores de risco é importante para a
estratifica¢do do risco em pacientes submetidos & avaliagdo clinica para o
diagnéstico e/ou tratamento da aterosclerose e suas complicagbes
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(GIANNINI, 1998; LOURES, 2001). No entanto, entre os individuos com
sindromes coronarias agudas ou cronica estudados, o acimulo de fatores de
risco ndo evidenciou a ocorréncia de um possivel efeito sinérgico sobre a
produgédo de LDL", considerando-se que a presen¢a concomitante de até 3
fatores de risco ndo resultou em valores de LDL  significativamente
diferentes daqueles encontrados em individuos sem qualquer fator de risco
identificado.

Considerando o doseamento da LDL™ como uma avaliagdo
direta da presenga desta lipoproteina no plasma, a determinagio dos niveis
de autoanticorpos anti LDL", por sua vez, mede indiretamente este tipo de
LDL modificada circulante. Em certas circunstancias, os autoanticorpos
também podem permitir o estudo de um determinado processo de interesse
mesmo que este tenha ocorrido além dos limites da circulagao sanguinea,
fazendo com que desta maneira os autoanticorpos tambem sejam
considerados marcadores da modificagdo da LDL inclusive no nivel de
tecidos ou células (INOUE et al., 2001).

Os niveis de autoanticorpos mostraram-se significativamente
mais elevados em individuos acometidos de sindromes coronarias agudas
do que em individuos com sindrome coronaria crénica (AE) e controles.
Além disso, considerados em conjunto, os niveis de autoanticorpos em
individuos infartados ou com angina instavel estavam 107% mais elevados
que aqueles encontrados em individuos com angina estavel permitindo, por
esta abordagem, a diferenciagdo entre os quadros agudos ou crénico das
sindromes coronarias. Isto parece sugerr que a ativagdo do sistema imune
pela LDL" ocorre de maneira mais intensa durante a instabilidade ou ruptura
das placas devido provavelmente a maior produgdo e/ou maior exposi¢ao
dos epitopos relacionados & LDL que resuitam na produgdo de
autoanticorpos. Além da propria LDL", epitopos de fosfolipideos oxidados
presentes nas membranas celulares de midcitos necréticos ou apoptéticos
poderiam contribuir como estimulo adicional para a produgdo de
autoanticorpos (TSIMIKAS et al., 2003). O numero de lesdes

angiograficamente identificaveis em individuos com sindromes coronarias



63

agudas e crbnicas aparentemente nao influenciou o nivel de autoanticorpos.
Estes resultados foram semelhantes aqueles relatados por um estudo dos
titulos de autoanticorpos anti Ox-LDL realizado em pacientes com doenca
artenal corondria por INOUE et al, (2001). Estas inforhagées
aparentemente sugerem que os aspectos qualitativos da lesao, mais do que
a quantidade destas, contribuem de forma importante para a indugédo de
autoanticorpos anti LDL e, sob estes aspectos, os autoanticorpos anti LDL"
podenam ser utilizados como marcadores da instabilidade das placas
aterosclerotica.

Os tipos de modificagdo da LDL, assim como a natureza
bioguimica dos epitopos que induzem a autoimunidade in vivo, ainda nao
foram totalmente esclarecidas. Por isso, varias formas de LDL modificadas in
vitro, geralmente por reagdes oxidativas, assim como varios de seus
constituintes alterados, tém sido eleitos como antigenos para a captura de
autoanticorpos anti LDL" ou para produgdo dos anticorpos utilizados na
determinagdo da LDL". Estudos prévios tém postulado que os epitopos da
LDL minimamente modificada (MM-LDL) provavelmente sao constituidos por
fosfolipideos oxidados (TSIMIKAS & WITZTUM, 2001) e para estudar os
niveis de MM-LDL em pacientes com sindromes coronarias agudas,
TSIMIKAS et al.,, (2003) utilizaram o anticorpo E06, um autoanticorpo
clonado a partir de camundongos deficientes em ApoE e que é direcionado
contra epitopos de fosfolipideos oxidados contendo o grupo polar
fosforilcolina (GETZ, 2001). Em contraste com os demais epitopos
analisados em um estudo de individuos com infarto agudo do miocardio,
estes foram os nicos que se encontraram aumentados ja nos primeiros dias
do infarto, sugerindo uma liberagdo e/ou produgdo continua destes epitopos
possivelmente a partir das placas e/ou do miocardio lesado (TSIMIKAS et
al.,, 2003). Produtos oxidados derivados de fosfolipideos e ésteres de
colesterol oxidados contendo acidos graxos poliinsaturados tém sido
encontrados na LDL™ e conferido propriedades pro-inflamatérias a esta
particula (HIROSHI et al, 1998; EHARA et al., 2001; TSIMIKAS &
WITZTUM, 2001; NAVAB et al, 2002). Além da porg¢éao lipidica, alteragbes



da ApoB ocorridas na LDL", suficientes para promover a formagdo de novos
epitopos, também parecem provaveis. De fato, GREILBERGER et al.,
(1999) relataram que a transformagao in vitro da LDL nativa (nLDL) em MM-
LDL provocou o aparecimento de novos epitopos em conseqiiéncia da
oxidagao. Isto foi atribuido ao efeito imunogénico das alteragbes estruturais
da ApoB provocada por interagdes com malonaldeido (MDA) ou 4-
hidroxinonenal (4-HNE), dois aldeidos muito reativos produzidos pela
fragmentacao de perdxidos lipidicos. A importante participagcao do MDA na
constituicao de epitopos que induzem autoanticorpos anti LDL modificada
também foi demonstrada por SHAW et al., (2001) através da cionagem do
primeiro autoanticorpo humano anti Ox-LDL a partir de um individuo com
doeng¢a cardiovascular que expressou altos niveis de autoanticorpos anti
MDA-LDL.

A auséncia de correlagbes demonstraveis entre as
concentragcdes do colesterol total, c-LDL, c-HDL, triacilglicerdis e ApoB em
relacao aos niveis de anti LDL" ndo permitiram o estabelecimento de uma
relagao de causa e efeito entre 0 metabolismo lipidico avaliado por estes
parametros e a promogao ou prevengao da formagao de autoanticorpos, ou
seja, neste aspecto, os autoanticorpos anti LDL™ foram similares ao seu
provavel antigeno indutor, a LDL".

Apesar da presenga de autoanticorpos por si s6 ndo provar a
existéncia de um determinado antigeno, ela € uma forte sugestao para tat e,
de fato, neste estudo, uma correlagdo positiva significante entre as
concentragbes de LDL e os niveis de autoanticorpos anti LDL™ foi
demonstrada. No entanto, esta correlagdo nao foi muito forte, como indicado
pelo valor de 0,3860 para o coeficiente de correlagdo Spearman, sugerindo
que, além da LDL", outros fatores podem estar envolvidos no controle dos
processos que determinam os niveis plasmaticos dos autoanticorpos anti
LDL". Ainda existem controvérsias sobre o papel antiaterogénico ou
proaterogénico dos autoanticorpos dirigidos contra a LDL modificada (SHOJI
et al, 1999; TSIMIKAS et al., 2003). Em individuos saudaveis,
autoanticorpos dirigidos para fosfolipideos oxidados na LDL se
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correlacionaram inversamente com a Ox-LDL e aparentemente tém fungao
protetora (SHOJI et al.,, 1999), enquanto que em individuos com doenca
arterial corondaria parecem se associar positivamente com a gravidade da
doenga (TSIMIKAS et al., 2003), sugenndo desta maneira uma modulagao
complexa e dependente das fases da ateroscierose. No presente estudo,
uma grande similaridade foi observada no padrao de vanagdo das
concentragoes de LDL™ e dos niveis de autoanticorpos anti LDL™ em relagao
ao tempo de evolugdo das sindromes coronarias agudas. Quando
comparados, os perfis delineados por tais variagbes mostraram um
interessante paralelismo que se manteve até 48 horas apds o inicio do
evento coronario. No entanto, as vanagdes de concentragao de LDL" e niveis
de autoanticorpos dentro do periodo avaliado, apesar da aparente oscilagao
mostrada, nao demonstraram diferengas significativas. Considerados no
conjunto, estes dados parecem refor¢ar a relagdo entre LDL™ e anti LDL-.
assim como sugerir um certo equilibrio entre mecanismos que determinam
os niveis plasmaticos de ambos nesta fase da doenca artena! coronana, ao
menos dentro do periodo de tempo estudado.

Diferente do observado em relagdo a LDL", a utilizagdo da
CKMB como um marcador associado com a lesdo do miocardio permitiu o
estabelecimento de uma correlagao positiva entre a atividade da enzima e os
niveis de autoanticorpos anti LDL". Isto parece sugerir uma provavel
contribuicdo das condigbes adversas das areas lesadas na geragao de
epitopos de autoimunidade contra a LDL". Além do estresse oxidativo
provocado pela isquemia durante o infarto agudo do miocardio, a reperfusao
do tecido lesado resulta em produgdo adicional de radicais livres que
potencializam a peroxidagdo de lipideos na regido afetada (SHOJI et al.,
1999). Conseqilentemente, considerando que uma das possiveis origens de
LDL™ é oxidativa (SEVANIAN, ASATRYAN & ZIOUZENKOVA, 1999), um
incremento na indugao dos autoanticorpos correspondentes poderia ser
postulado.

De maneira similar ao que ocorreu com a CKMB, a

demonstrag¢ao de correlagdo positiva entre a concentragao da PCR com os
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niveis de autoanticorpos anti LDL" em individuos com sindromes coronarias
agudas ou crdnicas e controles, poderia, ao menos circunstancialmente,
sugerir a ocorréncia de eventos comuns que resultaram em aumentos tanto
da sintese hepatica daquela proteina de fase aguda como da produgédo de
LDL", além de uma participagdo da PCR nos mecanismos moduladores da
producao de autoanticorpos. De fato, como citado anteriormente, a PCR tem
gerado discussdo ndo s6 quanto a sua utilidade no diagndstico e/ou
prognostico das sindromes coronaria agudas e crénica, mas também devido
as suas agdes proinflamatorias, pelo menos parcialmente dependentes do
complemento, que tém sido relatadas contribuirem tanto com a aterogénese
como para a gravidade da lesdo isquémica do miocardio (LIBBY, RIDKER &
MASERI, 2002; PEPYS & HIRSCHFIELD, 2003; YEH & WILLERSON,
2003). Desta maneira, a correla¢do observada entre autoanticorpos anti LDL"
e a PCR poderia indicar, além de uma condigdo proinflamatéria associada a
produgio de autoanticorpos, uma provavel contribui¢do direta da PCR com
mecanismos envolvidos no processo aterosclerético e também com a
antigenicidade da LDL, visto que a PCR tem sido mostrada com capacidade
de ligar-se a LDL, especialmente a LDL modificada (PEPYS &
HIRSCHFIELD, 2003).

Os fatores de nisco tradicionais da aterosclerose abordados
junto aos individuos com sindromes coronarias agudas e crbnicas
aparentemente nao contribuiram, isolada ou coletivamente, para diferenciar
significativamente os niveis de autoanticorpos anti LDL™ entre portadores e
nio portadores, apesar de que em numeros absolutos, os ndo portadores do
fator de risco sempre mostrarem medianas mais elevadas dos niveis de
autoanticorpos que os portadores. Em fungdo do nimero de individuos
avaliados, houve limitacdes para interpretacdes mais conclusivas.
Entretanto, SHERER et al. (2001), tém postulado que a resposta humoral
dirigida a LDL modificada pode variar dependendo da fase da doenga e que
em pacientes com aterosclerose avangada, como € o caso do grupo em
estudo, tal resposta imune ja estaria potencializada independente dos
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circulagdo por pelo menos 48 horas e mantiveram niveis estaveis, sendo que
a correlagdo com certos componentes da doenga aterosclerética, como
lesdo tecidual, inflamagdo e instabilidade das placas, foi mais bem
demonstrada através da resposta imune dirigida para a LDL", via produgéo
de autoanticorpos, em comparagdo ao préprio antigeno. Fatores de risco
tradicionais da aterosclerose e nimero de lesdes nao foram diferenciais e
esta independéncia pode ser uma caracteristica interessante para um
marcador biolégico relacionado com ateroscierose. Devido a estes aspectos,
o doseamento da LDL e/ou determinagédo dos niveis de anti LDL™ poderiam
auxiliar na diferenciagao entre a presenga ou auséncia de sindromes clinicas
da aterosclerose assim como contribuir para o entendimento dos processos
envolvidos no seu inicio e progressdo. Estudos com maior numero de
individuos, avaliagao simultanea com outros marcadores e aperfeigoamento
nos métodos analiticos utilizados deverdo dar uma melhor definicdo da
utilidade da LDL e de seus autoanticorpos como marcadores biolégicos para

sindromes corondrias agudas e cronicas.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas Gerais do Grupo Estudado
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Tempo: horas a partir do inicio dos sintornas
Lestes: n° de lesbes angiograficamente detectaveis
TB: tabagismo atual

HA: hipertensio arterial

DM: diabetes mellitus

EST: uso de estatinas

N: auséncia do fator avaliado

S: presenga do fator avaliado
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B. Caracteristicas gerais dos pacientes com angina instavel
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Anexo 6. Reagentes e Solugdes

A. Antioxidantes para preservagao de amostras

Solugao de Fenil metil sulfonil fluoreto (PMSF) 0,5M em metanol.

= Dissolver 0,871 g de PMSF (C;H;FO.S, PM: 174,2) em 10 ml de metanol
(CHaOH) PA. Armazenar em geladeira (4-8°C).

= Acrescentar 2 pi/ml de plasma (concentrag&o final no plasma= 1mM).

Solugao de Benzamidina 1M em metanol

= Dissolver 1,566 mg de Benzamidina (C;HgCIN2, PM: 156,6) em 10 ml de
metanol PA. Armazenar em geladeira (4-8°C).

= Acrescentar 2 pl/ml de plasma (concentragao final no plasma= 2mM).

Solugao de Hidroxitolueno Butilado (BHT) 0,01M em metanol

* Dissolver 22,04 mg de BHT (C1sH240, PM: 220,4) em 10 m! de metanol
PA. Armazenar em geladeira (4-8°C).

= Acrescentar 1 pl/ml de plasma (concentragdo final no plasma= 20mM).

Solugao de Aprotinina 0,1% em metanol

» Solugdo estoque (0,2%): Reconstituir um frasco com 10g de aprotinina
(C284H432N34079S7, PM: 6511,92) liofilizada com 5,0 mi de metanol PA.

» Armazenar em geladeira (4-8°C)

= Solugao de Uso (0,1%): Diluir a solugéo estoque 1:2 com metanol PA.

= Armazenar em geladeira (4-8°C).

= Acrescentar 2 pl/ml de plasma (concentragéo final no plasma= 2ug/ml).

B. Tampdes e substratos para ELISA

PBS (salina tamponada - fosfato) — solugéo estoque

Na;HPOQ4 209g¢
KH2PO4 30g
NacCl 80,0g
KCI 20g

H2O gsp 1000 mi



PBS - solugédo de uso
* Diluir o PBS — solugao estoque 1:10
Tampao citrato-fosfato 0,1M pH 4,2
NaH2PO4.12H0
H20 gsp
Tampao carbonato-bicarbonato 0,1M pH 9,6
NaCO;
NaHCO3;
NaN;
H20 gsp
Tampao Tris (PM121,1)-HCI 0,05M pH 7,6
HCI 1N
TRIS (Hidroximetil)-aminometano
H.O gsp
Solugido de leite-PBS a 5%
Leite em p6 desnatado
PBS - solugao de uso

212g¢g
1000 mi

0,795 g
1465g
019

1000 ml

37 mi
6.1g
1000 ml

509
100 mi

= Aquecer até a fervura e resfriar em agua corrente antes do uso.

Solugao de leite-PBS a 1%

» Diluir a solugéo de leite-PBS a 5% 1:5 com PBS - solugdo de uso
ABTS (2,2'- azino-bis (acido3-etil benzotiazolino-6-sulfonico)

= Preparar no momento do uso
Tampao citrato-fosfato 0,1M, pH 4,2
ABTS (C1gH18N4O6S4.(NH3)2)
H20;

Solugio de PBS-TWEEN 0,05%
TWEEN 20 (polioxietilenosorbitan)
Solugao PBS de uso qsp

50ml
265¢g
1,25 mi

0,5ml
1000 mi

TBS (salina tamponada-TRIS) pH 7,4 — solugdo estoque

TRIS
NacCl
H>0 gsp

6,055 g
8,775¢
1000 mi
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TBS pH 7,4 - solugéo de uso
* Diluir a solugao estoque 1:10
Solugao de leite-TBS a 5%
Leite em pb desnatado 50g9
TBS - solugdo de uso 100 mi
* Aquecer até a fervura e resfriar em agua corrente antes do uso.
Solugao de leite-TBS a 1%
= Diluir a solugdo de leite-TBS a 5% 1:5 com Tampao PBS de uso.
Solugao TBS — TWEEN 0,05%

TWEEN 0,5 ml
TBS - solugdo de uso qsp 1000 mi
Solugao de Luminol {5§-amino-2,3-diidro-1,4-fitalazinediona)
Luminol (CsH7N302) 208,75 mg
p-iodofenol 91.0mg
Tampéo TRIS — HCI pH 8,5 gsp 500 ml

Substrato de Luminol
Preparar no momento do uso

Solug¢ao de Luminol 0,5ml
H:0 2,5mi
Hz0: 0,75 ml

C. Conjugado (Anticorpo biotinilado)
Reagentes

Biotina {C.0HiON.Oss, PM; 454.5): éster N-hidroxisuccinimida do acido
D.biotinoil-e-aminocapréico (ROCHE®, Roche Diagnostics Corporation,
Indianapolis, IN, USA).
Solucao de biotina-DMSO (dimetilsulfoxido) 10 mg/mi

C20H30N,O¢s 2mg

DMSO (C2HegSO) 0,2ml

BiBLIOT ECA‘ |
Faculdade de Cigncias Farmaceuticds
Universidade de Sao Paule






F. Tampao TRIS 20 mM pH 7,8

TRIS 2422¢g
H20 qsp 1000 mi
Ajustar o pH com HCL e filtrar com filtro de 0,22 p.

G. Tampao TRIS-NaCl 20 mM/1M pH 7,8

TRIS 2422 g
NaCl 58,44 g
H20 qsp 1000 mi

Ajustar o pH com HCL e filtrar com filtro de 0,22 p.
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Procedimento

Tubos Branco Amostra

H20 100 pl
Amostra 100 V]
Mistura reativa 1,0 1,0 mi

Misturar, incubar 10 min. em TA

Reativo de Folin de uso 100 100 i

Misturar, incubar 10 min. em TA. Ler em 600 nm

Calculos
Proteinas (pg/ml)= ABS x fator de calibragéo (F)

Fator de calibragao

Determinar as absorbancias(ABS) dos padrdes de acordo
com Procedimento.

F=(20/ABS +......... 100/ABS)/5
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A.TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: Determinagao da Lipoproteina de Baixa Densidade
Eletronegativa (LDL) e de seus Auto-anticorpos em Pacientes
Portadores de Sindromes Coronarianas Estaveis (Angina Estavel) e
Sindromes Coronarianas Agudas (Angina Instavel e infarto Agudo do
Miocardio)

Responsavel pelo projeto: Jair Aparecido de Oliveira

Eu, RG
internado na Irmandade da Santa Casa de Londrina, declaro que
em_/ [/ concordei em participar como grupo de estudo do projeto

acima nomeado.

O responsavel pelo projeto explicou-me o seguinte:

1. O estudo implica em colher amostras de sangue para analises
bioquimicas.

2. Resultados de exames laboratoriais e outros exames
complementares realizados rotineiramente poderao ser utilizados
no estudo.

3. A minha participagdo neste estudo é voluntaria, tendo a liberdade
para recusar ou retirar meu consentimento a qualquer momento,
sem que haja nenhum prejuizo ao meu atendimento.

4. O sigilo da minha participagdo, assim como todas as informagdes
obtidas serao preservadas.

Londrina, de de 200___ .

Assinatura do Paciente

Assinatura do Responsavel
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7. A minha participagdo neste estudo é voluntaria, tendo a liberdade
para recusar ou retirar meu consentimento a qualquer momento,
sem que haja nenhum prejuizo ao meu atendimento.

8. O sigilo da minha participagao, assim como todas as informagbes
obtidas serao preservadas.

Londrina, de de 200___.

Assinatura do Paciente

Assinatura do Responsavel
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