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2. INTRODUÇÃO 
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2.1 CONCEITOS GERAIS SOBRE O METABOLISMO DAS 

LIPOPROTEÍNAS 

As lipoproteínas são os transportadores dos lípides na circulação sanguínea e 

linfática. São constituídas por uma parte central (core) contendo lípides apoiares 

(triacilgliceróis e ésteres de colesterol), a qual é envolvida por uma camada superficial 

formada por lípides anfifilicos (colesterol não esterificado e fosfolípides) e proteínas 

(apolipoproteínas). A classificação dessas partículas baseia-se nas suas densidades e 

migrações eletroforéticas, que dependem da composição lipídica e protéica das mesmas. 

O transporte dos lípides é dividido em dois ciclos: exógeno e endógeno. O 

ciclo exógeno tem início com a absorção do material lipídico proveniente da alimentação 

e a síntese dos quilomícrons pelas células intestinais. Estes entram na circulação linfática 

e atingem a corrente sanguínea pelo dueto toráxico. Os quilomícrons são lipoproteínas 

ricas em triacilgliceróis, que apresentam principalmente as apolipoproteínas B4g, A-1 e 

A-li. Os triacilgliceróis dos quilomícrons são hidrolisados pela Lipase Lipoproteica 

{LPL, E.C. 3.1.1.34), que se encontra ligada às células endoteliais dos tecidos 

periféricos. A hidrólise dos triacilgliceróis pela LPL resulta na liberação de ácidos 

graxos, que são armazenados nas células dos tecidos periféricos ou transportados ao 

figado ligados à albumina (Tan e cols., 1977). As partículas resultantes desse processo 

metabólico denominam-se remanescentes de quilomícrons e são captadas 

principalmente por receptores hepáticos, que reconhecem especificamente a 

apolipoproteína (apo) E (Hui e cols., 1986). 

O ciclo endógeno inicia-se com a síntese hepática da Lipoproteína de 

Densidade Muito Baixa (VLDL). A VLDL é composta principalmente de 

triacilgliceróis e apresenta principalmente as apolipoproteínas B 100, C-1, C-11, C-111 e E 

na sua superficie. Na circulação capilar a VLDL entra em contato com a lipase 

lipoproteica e é hidrolisada dando origem à Lipoproteína de Densidade Intermediária 

(IDL). Esta pode seguir dois caminhos: ser captada pelo figado através do receptor B/E 

ou da proteína relacionada ao receptor da LDL (Dergunov e Rosseneu, 1994), ou 

transformar-se finalmente em Lipoproteína de Baixa Densidade (LDL), que é uma 

partícula mais rica em ésteres de colesterol e apresenta quase que 100% de apo B I 00 em 

sua superficie. A LDL tem como principal função o transporte de colesterol para os 
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tecidos extra-hepáticos. No interior das células, a LDL é fragmentada e libera o 

colesterol livre e aminoácidos. O colesterol livre é utilizado imediatamente ou 

armazenado após esterificação. O colesterol intracelular é utilizado na síntese de novas 

membranas celulares, ou na formação de hormônios esteróides pela córtex da supra-renal 

e gônadas. A sínte~e do receptor B/E é regulada pelo conteúdo intracelular de colesterol. 

Alterações estruturais das LDL, ou mais especificamente da apo-B 100, bem como 

alterações que resultem na dinúnuição da afinidade de ligação ou da produção dos 

receptores celulares, podem ser importantes causas dos processos ateroscleróticos 

(Rapacz e cols., 1986). 

A HDL nascente é sintetizada e secretada pelo figado e intestino delgado, ou 

produzida extracelularmente (Johnson e cols., 1991), na forma de partículas discoidais 

contendo fosfolípides. Seus principais componentes protéicos são apo A-1, A-II e E. Na 

circulação, estas partículas tomam-se enriquecidas com colesterol de outras lipoproteínas 

e das células dos tecidos extra-hepáticos. A HDL atua também como aceptora de 

fosfolípides e colesterol livre liberados da VLDL e quilomícrons, durante a lipólise 

dessas lipoproteínas nos capilares dos tecidos periféricos (Gotto e cols., 1993 e Heinecke 

e cols., 1986). O colesterol livre na superficie da HDL é então esterificado pela ação da 

lecitina colesterol acil transferase (LCAT, E .C. 2. 3 .1 .43), que utiliza apo A-1 presente 

na HDL como cofator. Os ésteres de colesterol mais apoiares núgram para o interior da 

partícula da HDL, tomando-a progressivamente esférica (HDL3) e com maior diâmetro 

(HDL2). A HDL2 rica em ésteres de colesterol doa parte desses lípides para as 

lipoproteínas contendo apo B (VLDL e LDL), recebendo triacilgliceróis. A HDL2 rica 

em triacilgliceróis sofre a ação das lipases hepáticas (L.H., E.C. 3. 1. 1. 3) e lipoproteica, 

liberando parte de seu conteúdo lipídico para o figado e convertendo-se novamente em 

HDL3. A principal função fisiológica da HDL seria sua participação nesse processo 

conhecido como transporte reverso do colesterol, que consiste na captação do 

colesterol efluente das células dos tecidos periféricos e seu transporte para o figado onde 

é metabolizado e excretado pelas vias biliares (Brown e Goldestein, 1983). Altos níveis 

séricos de HDL estão associados à dinúnuição do risco de desenvolvimento da 

aterosclerose. 

Outra importante lipoproteína envolvida no desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares é a Lp(a). A Lp(a) não é derivada do catabolismo de outra 
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lipoproteína, sendo sintetizada no figado (Hixson e cols., 1989). Essa lipoproteína tem 

tamanho e densidade semelhantes à LDL, mas apresenta uma apoproteína adicional, a 

apo (a), com alta homologia com o plasminogênio (McLean e cols., 1982) e que se liga à 

apo B100 por uma ligação dissulfeto (Gaubatz e cols., 1982). Alguns estudos 

demonstram que a Lp(a) pode ligar-se aos receptores da LDL, porém com menor 

eficiência (Utermann, 1989). Um possível mecanismo aterogênico da Lp(a) seria a 

competição com o plasminogênio por receptores específicos, prejudicando a formação 

de plasmina e criando um estado pró-trombótico (Scanu, 1991). 

2.2 - A TEROSCLEROSE 

A aterosclerose é uma doença progressiva dos vasos sanguíneos 

caracterizada pelo depósito de lípides na camada íntima das artérias, recrutamento de 

células inflamatórias (predominantemente monócitos e linfócitos T) para a íntima, 

proliferação de células musculares lisas e elaboração de colágeno e proteínas da matriz 

por estas células (O'Brien e Chait, 1994). As alterações ateroscleróticas começam a se 

desenvolver em estágios iniciais da vida. No entanto, a sintomatologia clínica da doença 

cardiovascular, como o acidente vascular cerebral e o infarto do miocárdio, manifesta-se 

apenas na fase adulta. As consequências específicas destas mudanças patológicas 

dependem, em parte, do tamanho da artéria envolvida. Grandes artérias elásticas, 

incluindo as artérias aorta e ilíaca, normalmente sofrem destruição da parede com 

dilatação aneurisma), enquanto que as artérias musculares de médio e pequeno tamanho, 

como as artérias coronárias, carótidas, femorais e tibiais, geralmente desenvolvem lesões 

oclusivas, resultando em complicações relacionadas à isquemia (Ross, 1986). 

Etiologia 

Muitos fatores de risco estão associados com a aterosclerose. Os mais 

importantes fatores até agora identificados são as dislipidemias, o diabetes, o tabagismo 

e a hipertensão. A tabela 1 mostra os efeitos propostos para estes fatores de risco sobre a 

aterogênese (O'Brien e Chait, 1994). Além destes, muitos outros fatores de risco para 
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doenças cardiovasculares são propostos, tais como fatores psico-sociais e estresse 

(Manuck e cols., 1986), obesidade, sexo e idade (Hopkins e Willians, 1981 ). 

Tabela l - Efeitos propostos dos fatores de risco da aterosclerose sobre a aterogênese (O'Bricn e Chait, 1994). 

DISLIPIDEMIA DIABETES 

Dano endotelial Lipoproteínas 

Indução da expressão endotelial do gene para lipoproteínas dislipidemias ( t triacilgliceróis; ,I..JIDL; LDL é 

minimamente oxidadas mais densa) resultando em um aumento da deposição 

lipídica 

Aumento da susceptibilidade de oxidação das lipoproteínas t da susceptibilidade de oxidação 

Acúmulo de lípides Efeitos pró-coagulantes 

acúmulo intracelulares de lipoproteínas modificadas t da atividade dos fatores VII, X e PAI-1 

ligação de lipides extracelular à matriz t aumento da agregação plaquetária 

Efeitos pró-coagulantes Efeitos mediados pela hiperinsulinemia 

indução do fator tecidual e de PAI-1 pela LDL tda proliferação de células musculares e sintese 

oxidada da matriz 

t de atividade do fator VII, X e PAI-1 na t da atividade do receptor para LDL 

hipertrigliceridemia 

Redução do efluxo de colesterol das células 

HIPERTENSÃO 

Endotélio 

t aderência e infiltração de monócitos 

Disfunção imwie 

,1.. proliferação de rnacrófagos 

,J, resposta do ,:\-receptor de linfócitos 

Efeitos mediados pela angiotensina II 

t síntese de proteínas da matriz das células 

musculares lisas ( ex. a-actina) 

t síntese de citocinas ( ex. PDGF, TGF-13 ) 

t expressão de citocinas de macrófagos 

t da síntese endógena de colesterol 

t da esterificação do colesterol intracelular 

,1.. da remoção de colesterol mediada pela HDL 

TABAGISMO 

Dano endotelial 

t permeabilidade endotelial 

t retenção de proteínas plasmáticas na íntima 

Efeitos pró-coagulantes 

t agregação plaquetária 

t níveis de fibrinogênio 

t produção de tromboxano A2 

Lipoproteínas 

J.HDL 

tLDL, VLDL 

t oxidação das lipoproteínas 
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A parede arterial 

As artérias são o sítio predominante das lesões ateroscleróticas. A parede 

arterial é dividida histologicamente em 3 camadas: a íntima, a média e a adventícia. A 

íntima é a camada interna que reveste a parede do vaso. Ela consiste em uma camada 

contínua de células endoteliais que separam o fluxo sanguíneo das poucas células 

musculares lisas no espaço subendotelial e da pequena quantidade de tecido conjuntivo, 

os quais fazem parte da íntima. É separada da média por uma camada fenestrada de 

elastina, chamada lâmina elástica interna. A camada média é constituída quase que 

inteiramente por células musculares lisas e por uma matriz extracelular contendo 

substâncias produzidas pelas células musculares lisas, como os proteoglicanos e o 
.. 

colágeno. Essa camada é separada da adventícia pela lâmina elástica externa. A 

adventícia é a camada mais externa da parede do vaso e é composta de tecido conjuntivo 

contendo fibras elásticas, vasos sanguíneos ( vasa vason1m) que carreiam nutrientes para 

as células musculares lisas, fibroblastos e alguns macrófagos (Rhodin, 1980). As células 

endoteliais revestem a parede dos vasos sanguíneos e, assim, constituem uma importante 

barreira mecârúca. Tem sido determinado a espessura do complexo medial-intimai das 

artérias carótidas, onde o aumento desta espessura tem-se relacionado com o aumento 

da propensão ao desenvolvimento da aterosclerose (Pignoli e cols., 1986). Tem sido 

demonstrado que a medida da espessura medial-intimai está correlacionada às 

concentrações de colesterol total, LDL-colesterol, apo B e apo E, sendo assim utilizada 

como uma determinação do desenvolvimento precoce da aterosclerose (Hodis e cols., 

1996). 

Lesão aterosclerótica 

As lesões ateroscleróticas formam-se inicialmente na íntima, sendo que as 

mudanças na camada média são secundárias. As lesões ateromatosas acumulam-se na 

íntima principalmente nas bifurcações e ramificações das artérias. A localização das 

placas é determinada principalmente pelo shear stress (força de cisalhamento) na parede 

arterial (Reinhart, 1994). O shear stress modula várias alterações funcionais dos vasos, 

podendo induzir a liberação de prostaciclina (Frangos e cols., 1984) e óxido nítrico 

(Rubanyi e cols., 1986), além de promover a formação do radical ascorbil (Laurindo e 
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cols., 1994). As alterações funcionais e morfológicas das células endoteliais precedem a 

formação das lesões, mas os eventos iniciais da aterogênese não levam necessariamente à 

denudação do endotétio e as lesões iniciais desenvolvem-se em locais com endotélio 

íntegro. Um importante evento inicial no desenvolvimento da aterosclerose é a adesão de 

monócitos ao endotélio (Gerrity, 1981 ). A adesão de monócitos ao endotélio vascular é 

um dos principais fenômenos detectados na aterosclerose experimental. Essa adesão de 

monócitos pode ser considerada como uma alteração funcional do endotélio, que 

expressa certas proteínas de superficie chamadas "athero-elams" que pertencem à grande 

família das moléculas de adesão intercelular (Cybulski e Gimbrone, 1991 ). Os linfócitos 

T também aderem e penetram no endotélio nas lesões iniciais. A expressão das moléculas 

de adesão é modulada por citocinas, tais como a IL-1 (interleucina 1 ), Il-4 (interleucina 

4), IFN-y (interferon-y) e TNF-a (Fator de Necrose Tumoral-a) liberadas por 

monócitos/macrófagos e linfócitos T (Regnstrõn e Nilsson, 1994). Após a adesão à 

superficie endotelial, os monócitos migram para o espaço subendotelial e diferenciam-se 

em macrófagos. 

São conhecidos três estágios principais no processo de formação da placa 

aterosclerótica: 1) a estria gordurosa, 2) a placa fibrosa e, por último, 3) a lesão 

complicada. 

A estria gordurosa é o estágio inicial do processo da aterosclerose, 

caracterizada pela formação e acúmulo de células espumosas (foam cel/) na íntima. A 

estria gordurosa é uma lesão rica em lípides e de superficie plana (Ross, 1986). Vários 

tipos de lipoproteínas e de receptores podem levar à formação de células espumosas 

(Haberland e Steinbrecher, 1992). Tanto os macrófagos como as células musculares lisas 

acumulam colesterol na lesão vascular de uma maneira não controlada por retro

alimentação negativa para formar as células espumosas - o marco celular da 

aterosclerose. A lipoproteína nativa (não oxidada), não promove a formação de células 

espumosas, pois estas partículas são captadas pelo receptor B/E, cuja atividade é 

regulada pelo conteúdo de colesterol intracelular por um mecanismo de feedback 

negativo. Ao contrário do receptor B/E, o receptor scavenger não sofre contra

regulação pelo colesterol intracelular, o que permite uma captação exacerbada das 

lipoproteínas e a conseqüente formação de foam cells (Haberland e Steinbrecher, 1992). 

Estudos recentes demonstraram que a LDL oxidada tem alta afinidade por várias 
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proteínas de membrana das células, além do clássico receptor scavenger. Uma 

característica comum destas proteínas é a abilidade de se ligar a estruturas variadas, 

recebendo uma designação de receptores multiligantes (Krieger e cols., 1993). As 

funções primárias destes receptores não estão bem estabelecidas, muitas funções tem 

sido propostas. A classificação atual destes receptores é baseada na sua seqüência 

homóloga e nas similaridades estruturais, mas também estes podem ser agupados em 

relação a especificidade da ligação e ao tipo celular envolvido. Os receptores scavengers 

são classificados em três classes: 1) Classe A SR, composta pelos receptores SR-AI/II 

(macrófagos) e MARCO (macrófagos do baçot 2) Classe B SR, composta pelos 

receptores SR-B 1/CLA-1 (figado, gônadas e células adrenais) e CD36 (plaquetas, 

monócitos, células endoteliais)~ 3) Outros receptores, composto pelos receptores SR-Cl 

(macrófagos), Microsialin/CD68 (macrófagos e células de Kupffer), Fcy (macrófagos), 

SR EC (células endoteliais), LOX-1 (células endoteliais) (revisado por Steinbrecher, 

1999). 

Posteriormente, os macrófagos ativados e as células endoteliais produzem 

fatores de crescimento e outros moduladores celulares, que estimulam a produção de 

colágeno e a proliferação das células musculares lisas, que vão formar a placa fibrosa. A 

transformação das células musculares lisas de um fenótipo contrátil para um fenótipo 

secretor é considerada um importante passo neste estágio de progressão da doença 

(Nilsson, 1986 e Thyberg e cols., 1990). A lesão complicada se manifesta por 

calcificação, hemorragia e fissura da placa com consequente trombose local (Chesebro e 

Fuster, 1991). 

Além da proliferação das células musculares lisas, da formação das células 

espumosas, da lesão endotelial e do depósito de tecido conectivo, o depósito de 

tipo proteínas (infiltração através do endotélio) contribui para complicar a lesão 

aterosclerótica. O crescimento progressivo da placa leva à necrose celular e à 

deterioração da vasa vason1m, o que impede a reabsorção das lipoproteínas da placa. 

Toda esta combinação de eventos nos estágios finais leva à ruptura hemorrágica da placa 

e à trombose vascula{ (Chesebro e Fuster, 1991). Tem sido mostrado que o centro 

necrótico tem um papel importante na ruptura da placa. A causa da morte de células 

espumosas na lesão aterosclerótica não é ainda muito clara, mas existem algumas 

evidencias que estas células morrem por apoptose (Geng e Libby, 1995). 
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A ruptura ou a fissura da placa aterosclerótica estimula a formação de 

trombina local pela via intrínseca e extrínseca da coagulação. De acordo com a 

severidade da lesão, a trombina ou o colágeno facilita a agregação plaquetária. As 

plaquetas na placa secretam tromboxano A2, serotonina e ADP, que ampliam a 

agregação plaquetária. A formação de fibrina mediada por trombina e a agregação 

plaquetária conduzem à trombose arterial (Chesebro e Fuster, 1991). 

2.3 MODIFICAÇÕES OXIDA TIVAS DAS LIPOPROTEÍNAS E 

ATEROSCLEROSE 

As lipoproteínas plasmáticas VLDL, LDL e HDL são passíveis de sofrerem 

modificações oxidativas. A suscetibilidade dessas lipoproteínas à oxidação depende do 

equilíbrio entre a geração de espécies oxidantes e os antioxidantes hidrossolúveis, nos 

compartimentos onde as mesmas estão presentes, e, principalmente, pela quantidade de 

antioxidantes lipossolúveis transportados por essas partículas. A formação de 

hidroperóxidos lipídicos no plasma ocorre assim que os antioxidantes hidrossolúveis são 

consumidos. Após o consumo dos antioxidantes lipossolúveis contidos nas lipoproteínas, 

a oxidação dos ácidos graxos insaturados ocorre exponencialmente. Além dos 

antioxidantes lipossolúveis e hidrossolúveis, outro importante fator de proteção 

envolvido na proteção da modificação oxidativa da LDL é a paraoxonase. A 

paraoxonase é uma enzima que está associada à HDL e hidrolisa os peróxidos lipídicos 

prevenindo, assim, a modificação oxidativa da LDL (Watson e cols., 1995). 

No plasma sanguíneo, as reações de peroxidação podem, potencialmente, ser 

iniciadas por metais de transição, tais como cobre e ferro (Harrnan, 1986), pela oxidação 

da homocisteína (Proctor e McGinness, 1984) ou por espécies reativas de oxigênio 

geradas por neutrófilos (Sarks e cols., 1978), plaquetas (Freeman e Crapo, 1982), células 

endoteliais e de músculo liso (Morei e cols., 1984). 

O processo da peroxidação lipídica pode ser dividido em três etapas: a fase 

· de iniciação, a fase de propagação e a fase de terminação. A fase de iniciação representa 

o início da peroxidação, onde o ácido graxo poliinsaturado sofre ataque de uma espécie 

que é suficientemente reativa para abstrair um átomo de hidrogênio a partir do grupo 

metileno (-CH2-), formando um radical de carbono. Este radical é estabilizado por um 

n . i OY'.t{; 
frac-ulrl.,,fo do C:incias F,mn~::êufi Ba 
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rearranjo molecular para formar um dieno conjugado. Os dienos conjugados podem 

sofrer várias reações. Em meio aeróbico o radical de carbono se combina com 02 

formando o radical peroxila, o qual pode abstrair um hidrogênio alílico de um outro 

ácido graxo e gerar um outro radical de carbono, promovendo a etapa de propagação 

(figura 1) (Halliwell e Gutteridge, 1989). Na decomposição dos hidroperóxidos lipídicos 

a radicais pero xi la e alcoxila, os íons metálicos em ambos os estados de valência ( ex. 

Fe+++/Fe++ ou cu+/cu++) podem catalisar a decomposição do hidroperóxido lipídico, 

onde a reação com Fe++ e com cu+ é favorecida termodinamicamente (Esterbauer e 

cols., 1992). Na fase de terminação, os radicais peroxila e alcoxila podem: a) sofrer uma 

clivagem J3 formando aldeídos, que podem formar uma ligação covalente com resíduos 

de aminoácidos na apo-B~ b) levar à fragmentação da apo B (principalmente o radical 

alcoxila) e c) sofrer um rearranjo formando produtos secundários da lipoperoxidação 

(ex. derivados hidroxi-, ceto-, ceto-hidroxi- e epoxi-hidroxi-ácido graxo) (Esterbauer e 

cols., 1992). 
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Figura 1 - Representação da peroxidação lipídica do ácido araquidônico. Mecanismo 
proposto para a formação de hidroperóx:idos e peróxidos cíclicos a partir do ácido 
araquidônico. MOA = malonaldeído. É mostrada a abstração inicial do hidrogênio do 
carbono 13. O hidrogênio também pode ser abstraído dos carbonos 1 O ou 7, resultando 
outros peróxidos como produto final (Halliwell e Gutteridge, 1989). 

Os hidroperóxidos lipídicos aumentam a permeabilidade de monocamadas de 

células endoteliais à albumina e à LDL, in vitro (Henning e cols., 1986). A oxidação da 

LDL promovida por células endoteliais e musculares lisas, macrófagos e fibroblastos é 

dependente da produção de superóxido por essas células (Steinbrecher e cols., 1987). O 

radical superóxido é importante para a iniciação da modificação oxidativa da LDL, mas a 

propagação e amplificação do processo envolve outros radicaís livres, provavelmente 

radicais perox:ila derivados da oxidação de ácidos graxos poliinsaturados (Steinbrecher e 

cols., 1990) (figura 1). Neutrófilos e monócitos estimulados apresentam um "burst 

oxidativo", dependente do sistema da NADPH oxidase, com grande produção de radical 

superóxido, que pode induzir a oxidação da LDL (Cathcart e cols., 1985). Se esse 
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processo ocorrer na presença de ferro ou cobre, a oxidação da LDL é exacerbada 

(Abdalla e cols., 1990). De fato, tem sido relatado que neutrófilos e monócitos de 

pacientes hipercolesterolêmicos e hipertrigliceridêmicos apresentam maior produção de 

radical superóxido, quando estimulados (Keaney e cols., 1994, Hiramatsu e Arimori, 

1988 e Abdalla e cols., 1994). A modificação oxidativa da LDL resulta na alteração de 

várias propriedades fisico-químicas dessa partícula, dentre as quais o aumento de sua 

carga negativa que facilita seu reconhecimento pelo receptor "scavenger" dos 
, 

macrófagos. Esses receptores são os responsáveis pela captação de partículas 

modificadas de LDL pelos macrófagos por uma via não saturável, levando à formação 

das células espumosas no processo de aterogênese (Brown e cols., 1980). Outras 

alterações estruturais e na composição da partícula de LDL também ocorrem, tais como: 

o aumento da densidade, da mobilidade eletroforética (Jürgens e cols., 1987), e do 

conteúdo de lisolecitina; a diminuição dos aminoácidos histidina, lisina e prolina 

(Steinberg e cols., 1989) e a hidrólise da fosfatidilcolina à lisofosfatidilcolina, que 

apresenta propriedades quimiotáticas para monócitos (Quinn e cols., 1988). Importantes 

evidências indicam a formação de LDL modificada oxidativamente (LDLox), in vivo: a) 

presença de autoanticorpos que reconhecem a LDLox (mas não a LDL nativa) no plasma 

de pacientes com aterosclerose (Parums e cols., 1990) e b) anticorpos anti-LDL oxidada 

reagem com componentes das lesões ateroscleróticas e com a LDL extraída dessas 

lesões (Yla-Herttuala e cols., 1989). Tem-se sugerido que nos estágios mais iniciais da 

aterosclerose, primeiramente a LDL minimamente oxidada poderia ser gerada, já a LDL 

oxidada poderia ser formada em estágios mais avançados da aterosclerose onde existe 

uma intensa reação inflamatória (Sellmayer e cols., 1999). 

A LDL modificada oxidativamente pode contribuir para a aterogênese por 

diferentes mecanismos (figura 2): 

a) recrutando monócitos circulantes através de fatores quimiotáticos 

presentes somente na LDL oxidada (Quinn e cols., 1988); 

b) inibindo a motilidade dos macrófagos residentes da camada íntima 

(Steinberg e cols., 1989); 

c) aumentando a captação da LDL oxidada pelos macrófagos residentes, 

levando à formação de foam cel/s (Henriksen e cols., 1982); 

d) alterando a integridade da camada endotelial (Jürgens e cols., 1987). 



INTRODUÇÃO 12 

e) indução das células de adesão para leucócitos no endotélio (revidado por 

J ialal e Devaraj, 1996); 

f) aumentando a secreção de proteína quimiotática para monócito (MCP-1) 

e de fatores estimuladores de colônia de macrófagos (revidado por Jialal e Devaraj, 

1996); 

g) quimiotáxia para monócitos e potente inibidor da mobilidade de 

macrófagos; 

h) indução da liberação de interleucina-1 ; 

i) inibição do vasorrelaxamento endotelial. 
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Figura 2 - Mecanismos propostas da participação da LDL oxidada no processo de 
aterogênese. LDL m. ox. - LDL minimamente oxidada; LDL ox LDL oxidada. 
C.M.L.A. - células musculares lisas artériais; F.C. - fatores de crescimento; MCP-1 
- proteína quimiotática para monócito; CSFs - Fatores estimuladores de colônia. 

Os efeitos vasculares tanto da LDL extensivamente oxidada quanto da LDL 

minimamente oxidada estão sendo claramente elucidados, contudo os componentes 

presentes nestas partículas responsáveis pelos efeitos fisiopatológicos das lesões 

ateroscleróticas continuam ainda incertos. A tabela 2 resume os efeitos vasculares dos 

diferentes componentes lipídicos da LDL modificada oxidativamente. 
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Tabela 2 - Efeitos vasculares dos diferentes componentes presentes na LDL modificada 
oxidativamente (revidado por Sellmayer e cols., 1999) 
Lipídeos oxidados Efeitos vasculares 

Óxidos de colesterol 
Aldeídos ( 4-hidroxinonenal) 

19- ou 20-HETE 
9- ou 13- HODE 

Epóxidos 

Isoprostanóides 

Liso-fosfatidilcolina 

Fosfatidilcolina oxidada 

Apoptose das células endoteliais 
Mitogênico para as células musculares lisas; 
citotóxico para as células endoteliais; 
quimiotático para monócitos e macrófagos; 
estimula a agregação plaquetária e a 
formação de "foam cells". 
Vasoconstrição 
Aumento da expressão da NOS; 
vasorrelaxamento 
vasodilatação; indução do crescimento 
celular; aumento da adesão de monócitos 
Vasoconstrição; indução do crescimento 
das células musculares lisas e fibroblastos; 
estimulação da ativação plaquetária 
Aumento da expressão de moléculas de 
adesão nas células endoteliais; aumento da 
expressão de CD 11 b em monócitos; 
quimiotático para monócitos; indução do 
crescimento das células musculares lisas 
Aumento da adesão de monócitos às 
células endoteliais 

HETE - ácido hidroxi-eicosatetraenóico; HODE - ácido hidroxi-octadecadienóico; 

Óxidos de colesterol 

Embora seJa sugerido que a hipercolesterolemia possa causar lesão arterial, 

estudos in vitro e in vivo têm demonstrado que o colesterol puro per se não é tóxico 

para as células da parede vascular (Peng e cols., 1979; Imai e cols., 1980). Em contraste, 

pequenas quantidades de oxiesteróis, ou óxidos de colesterol (COs), apresentam efeitos 

tóxicos para diversos tipos de células (Peng e cols, 1992), incluindo fibroblastos 

(Sevanian & Peterson, 1986), monócitos/macrófagos (Baranovski e cols., 1982), células 

endoteliais (Sevanian e cols., 1991) e de músculo liso (Peng e cols., 1979). Portanto, 

existem fortes evidências de que o colesterol puro não é citotóxico e aterogênico, 

enquanto que os COs seriam altamente citotóxicos e aterogênicos em diversos modelos 

celulares estudados (Sevanian e cols., 1995). 

Os óxidos de colesterol podem ser absorvidos pelo intestino como 

contaminantes dos alimentos que contêm colesterol, mas também podem ser formados 
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intracelularmente por reações enzimáticas. Os óxidos de colesterol se incorporam às 

membranas e às lipoproteínas e podem, potencialmente, modular a atividade enzimática 

de muitas proteínas ligadas à membrana ou à superficie das lipoproteinas. 

O colesterol facilmente sofre autooxidação na presença de oxigênio molecular, 

luz e íons metálicos através de reações com radicais livres. Os 7-hidroperóxidos 

formados pela autooxidação do colesterol são instáveis sob certas condições, como calor 

e agentes redutores. Agentes redutores transformam os 7-hidroperóxidos nos 

correspondentes 7a.- e 7f3-hidroxicolesterol. Na ausência de agentes redutores, a redução 

formal dos 7-hidroperóxidos aos 7-álcoois pode estar ocorrendo através de homólise 

térmica das ligações peróxido, ou, catalisada por metais de transição. A epoxidação 

da dupla ligação ll.5 do colesterol é um dos processos de autooxidação, que produz os 

isômeros colesterol-5-epóxido e colesterol- 6-epóxido (Chang, Y. H., e cols., 1997). 

Pelo fato dos óxidos de colesterol serem tóxicos ao endotélio, eles podem 

destruir a integridade endotelial, resultando em uma alteração da permeabilidade 

vascular, que é um passo inicial para o desnvolvimento da aterosclerose (Peng e cols., 

1991 ). Da mesma forma, os óxidos de colesterol também alteram várias funções 

relacionadas às membranas, alterando inclusive a função dos receptores de LDL, levando 

a uma alteração no metabolismo destas partículas em fibroblastos humanos pela 

diminuição da captação de LDL, mediada por receptor B/E (Brown e Goldestein, 1975). 

Outro mecanismo possível de ação dos óxidos de colesterol na aterogênese 

pode estar relacionado ao estágio de acúmulo de éster de colesterol e formação de foam 

cells, uma vez que a fonte de LDL modificada oxidativamente pode ser tanto exógena, 

ou seja, pela absorção de óxidos de colesterol presentes na dieta; ou endógena, por ação 

de radicais livres (Morei e cols., 1984). 

Recentemente, isolou-se do plasma humano uma subpopulação de partículas de 

lipoproteína de baixa densidade mais eletronegativa (LDL-), contendo uma mistura dos 

COs (Hodis e cols. 1994). Todos os COs isolados na LDL-, são citotóxicos nas 

concentrações presentes na LDL isolada de indivíduos hipercolesterolêmicos (Hodis e 

cols. 1994), os quais apresentam uma concentração de COs mais alta que os 

normolipidêmicos. Demonstrou-se que a purificação do colesterol previne sua 

aterogenicidade, quando adicionado à dieta de coelhos (Imai e cols., 1976). Em 

contraste, a administração de colesterol adicionado de uma pequena quantidade de COs 

promoveu lesão arterial severa (Taylor e cols., 1979). 
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Outros estudos demonstram um aumento das concentrações plasmáticas de 7'3-

hidroxicolesterol em populações com alto risco para doenças cardiovasculares, e 

sugerem que estas altas concentrações na população estudada é um indicador de 

lipoperoxidação in vivo (Zieden e cols., 1999). 

2.4 - HIPERTENSÃO E A TEROSCLEROSE 

Estudos epidemiológicos têm demonstrado que a hipertensão é um fator de 

nsco adicional para a aterosclerose, mas o mecanismo relacionado a esse risco é 

complexo e ainda controverso. A sensibilidade ao sal é uma característica importante 

demonstrada em pacientes com hipertensão e os fatores relacionados à mesma também 

influenciam na hipertrofia e proliferação das células musculares lisas, o que toma este 

processo importante também para a aterosclerose (figura 3). A resistência à insulina 

também está envolvida na relação entre hipertensão e aterosclerose. Diversos estudos 

indicam que a r~sistência à insulina tem um papel central em pacientes com hipertensão, 

intolerância à glicose e dislipidemias. Vasoconstritores como a angiotensina II, a 

vasopressina e a endotelina também promovem a proliferação de células musculares lisas. 

Substâncias vasodilatadoras, como por exemplo o óxido nítrico (NO), atuam não só no 

vasorrelaxamento, mas também na proliferação das células musculares lisas (Kobayashi e 

Uesugi, 1995). 

Oxído Nítrico 

O ~O é sintetizado a partir da L-arginina por uma família de enzimas 

denominadas ~O sintases (NOS). Uma destas isoenzimas é dependente de cálcio e está 

presente em células endoteliais, plaquetas e no sistema nervoso central. Esta enzima 

(NOSc), é constitutivamente expressa em células endoteliais, sendo modulada pelo 

"shear stress" e uma variedade de agonistas. O ~O sintetizado pela NOSc têm um papel 

crucial na regulação da pressão sanguínea, no tonus vascular e na agregação plaquetária. 

Outro tipo de NOS é independente de cálcio e indutível por estímulos imunológicos 

(NOSi) (figura 4). 
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Figura 3 - A - Mecanismos da disfunção endotelial na : l A - hipertensão induzida por sal. 
Existe uma influencia da acetilcolina (ACH), difosfato de adenosina (ADP), serotonina 
(5-HT), trombina e da noradrenalina (NE) sobre a célula endotelial, levando a uma 
diminuição da produção e consequentemente, a uma menor liberação de óxido nítrico 
das células endoteliais, diminuindo assim o GMPc (monofosfato cíclico de guanosina) 
nas células musculares lisas, e, consequentemente, o vasorrelaxamento (Nava e cols., 
1995); 1 B - hiperglicemia. Esta poderia causar alterações no equilíbrio entre o ânion 
radical superóxido (02) e o óxido nítrico (NO). A primeira via (à esquerda) mostra que 
existe um aumento na via dos Polióis, levando a um aumento das atividades da aldose 
redutase (AR) e da sorbitol desidrogenase (SDH). Devido ao aumento da atividade da 
AR, ocorre um aumento do NADP+ e diminuição do NADPH, com o consequente 
estímulo da formação de ânion radical superóxido e diminuição da síntese de óxido 
nítrico à partir da L-arginina. Com o aumento da SDH existe um aumento de NADH, e 
da síntese de prostaglandina H2 (PGH2) à partir da prostaglandina G2 (PGG2). A via da 
ciclooxigenase (ao centro) também está aumentada., levando à maior produção de ânion 
radical superóxido e de PGH2 , à partir do ácido araquidôníco (AA). A terceira via 
descrita (à direita) é a via de glicação de proteínas, a qual está aumentada., levando a um 
aumento da formação de produtos avançados de glicação (AGEs) e de ânion radical 
superóxido. Os AGEs quelam o óxido nítrico, diminuindo sua disponibilidade. Estes 
processos levam ao desbalanceamento entre as concentrações do ânion radical 
superóxido e do óxido nítrico, diminuindo o vasorrelaxamento em consequência da 
biodisponibilidade do óxido nítrico . A reação entre o ânion radical superóxido e do óxido 
nítrico produz outras espécies oxidantes, como o radical hidroxila (OH•) e o dióxido de 
nitrogênio (N02), que podem lesar o endotélio (Giugliano e cols., 1995). 
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Figura 4 - L-arginina e as vias do óxido nítrico (NO) na parede do vaso sanguíneo. No endotélio, 
,o óxido nítrico é síntetizado, a partir da L-argina, pela óxido nítrico síntase constitutiva (NOSc). 
Esta síntese pode ser inibida pela dimetilarginina assimétrica (ADMA), monometil-L-arginina (L-

1NMMA) e pelo éster metílico da nitro-L-arginína (L-NAME). Por outro lado, o "shear stress" e 
alguns agonistas podem estimular a síntese de ~O. O óxido nítrico é liberado do endotélio e inibe a 

1 adesão e a agregação plaquetárias. O óxido nítrico liberado também age nas células musculares lisas 
1vasculares, atuando sobre a transformação da forma inativa da guanilato ciclase solúvel (sGCi) para 
sua forma ativa (sGCa), a qual atua sobre o GTP produzindo cGMP, o que induz o relaxamento 

1 muscular. Nas células musculares lisas vasculares, o ~O também pode ser produzido à partir da L
argínina pela óxido nítrico sintase indutível (NOSi), a qual pode ser induzida por estímulos 
inflamatórios, tais como, TNF (fator de necrose tumoral), IL-1 (ínterleucína-1) e LPS 
(lipopolissacarídeos) (Nava e cols., 1995). 

A NOSi está presente em uma variedade de tecidos (Nava e cols., 1995), 

incluindo células musculares lisas e macrófagos. O óxido nítrico produzido in vivo tem 

diversas funções. Além de mediar a vasodilatação, o ~O inibe a adesão e a agregação 

plaquetária, regula vias de transdução de sinal, atua como um neurotransmissor e 

participa da regulação do sistema imune (Stamler e cols., 1992). O óxido nítrico tem um 

papel chave na regulação do tônus vascular. A parede vascular está em um estado de 

vasodilatação ativa mantida pelo •No. As ações fisiológicas do ~O. incluindo a 
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vasodilatação e a promoção da excreção de sódio e água, estão diretamente relacionadas 

ao controle da pressão sanguínea (Tikkanen e Fyhrquist, 1995). Recentemente, tem-se 

demonstrado uma nova via de produção de 9NO em humanos (Lundberg e Wetzberg, 

1998). Esta nova via envolve a redução química de nitrito inorgânico, em condição 

ácidas e redutoras. O •No produzido por este mecanismo tem um papel biológico similar 

ao do 9NO produzido pelas NOS. Esta produção não enzimática tem sido demonstrada 

no estômago, na superficie da pele e na isquemia cardíaca (Lundberg e Wetzberg, 1998). 

O óxido nítrico, gerado em sistemas biológicos, reage com grupos tióis de 

proteínas específicas para formar S-nitrosotióis (Stamler e cols., 1992). Esta reação pode 

prolongar a vida média do 9NO e preservar sua atividade biológica (Stamler e cols., 

1992). Os S-nitrosotióis também têm a propriedade de causar relaxamento do endotélio 

e inibir a agregação plaquetária (Stamler e cols., 1992). Outro ponto importante é que os 

S-nitrosotióis podem sofrer redução e, consequentemente, liberar 9NO na circulação 

sistêmica. Portanto, o 9NO poderia ser armazenado na forma de S-nitrosotióis e 

posteriormente liberado, exercendo suas funções biológicas. Alguns processos de 

ativação e de inibição de enzimas e receptores estão associados com esta reação (Girad e 

cols., 1993). No plasma, o principal composto S-nitroso é o aduto S-nitrosotiol da 

albumina (Stamler e cols., 1992), o qual pode atuar como um modulador da transferência 

do 9NO entre a parede vascular e a hemoglobina presente nos eritrócitos (Heuil e cols., 

2000) (figura 5). 



INTRODUÇÃO 

NO+ SH-proteínas 

+ 
S-nítrosotíóís 

'Ír vida média do NO, 
preservando sua 

atividade biológica 

-._ No: 

NO 

------...... .,. .. , :.-·.,,.-.__~.,,.,,...._ ...... 
•--,._www,-..,a ... _.. 
-. ........... - .~·-... , . . .. . .. ··- • 

. . . .- . 

SH-hemoglohi~a -. 

+ 
riittos_o~hemogfobi~as .••·-· 
(SNOO:HbíFe3+1 .e 

. __ -SJ.'!O-libfFe~:+192) 

NO 

19 

causa relaxamento do endotélio e 
inibi a agregação plaquetária 

1 CIRCULAÇÃO! 

Figura 5 - Óxido nítrico e a formação de nitrosotióis. O 9NO reage com grupo tióis de 
proteínas na circulação formando nitrosotióis, os quais : aumentam a vida média do 9NO 
sem perda de atividade biológica; podem sofrer uma redução liberando o 9NO na 
circulação. Os nitrosotióis também podem causar relaxamento no endotélio e inibir a 
agregação plaquetária. Nos eritrócitos, o ·No liga-se à desoxi-hemoglobina (Hb[Fe2+]), 
formando complexos Hb([Fe2+]NO) relativamente estáveis, assim como, converte oxiHb 
à meta-hemoglobina. O 9NO também reage com grupos sulfidrila da hemoglobina 
formando S-nitroso-hemoglobinas (SNO-Hb[Fe3+] e SNO-Hb[Fe2+]02) , que ao contrário 
da Hb([Fe2+]NO), podem liberar •No durante a passagem dos eritrócitos pela circulação. 

Tanto o 02~ como o 9NO são radicais livres e reagem entre si com uma 

constante de velocidade de 6, 7 x 109 M 1 s" 1, em soluções aquosas, para formar o ânion 

peroxinitrito (ONOO-). O ânion peroxinitrito pode sofrer protonação e formar ácido 

peroxinitroso (ONOOH), uma espécie instável, com decomposição espontânea com T112 

= 1,0 sem pH 7.4, a 37ºC. O ácido peroxinitroso pode sofrer um rearranjo dando como 

produto nitrato (N03-), ou se decompor homoliticamente formando ·oH e N02. 

A formação do ânion peroxinitrito [pK2 = 6.8] e sua decomposição para O/ 

e N02 estão demonstradas na equação abaixo (Radi e cols., 1991 ): 
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H+ 

O2~ + 9NO • ONOO- • ONOOH • NO2 + "OH 

O peroxinitrito, ou os produtos derivados da sua decomposição, podem 

oxidar grupos SH de proteínas, promover a nitração de resíduos de tirosina, inativar a 1-

antiproteinase pela reação com metionina, induzir peroxidação lipídica e reagir com 

aminoácidos aromáticos em proteínas para formar nitroadutos (van der Vliet e cols., 

1994). Uma importante característica desta reação é que ela não requer a participação de 

metais de transição (Beckrnan e cols., 1990). A exposição da lipoproteína de baixa 

densidade (LDL) ao peroxinitrito ou, simultaneamente, ao ânion radical superóxido e 

óxido nítrico, resulta em várias reações que poderiam contribuir para a oxidação da LDL 

e para a aterogenicidade desta partícula (Darley-Usmar e cols., 1992, Hogg e cols., 1993 

e Graham e cols. 1993). Inicialmente, o a-tocoferol é oxidado à a-tocoferolquinona, 

produzindo uma LDL mais suscetível à oxidação induzida por agentes pró-oxidantes 

(Hogg e cols., 1993). Posteriormente, ocorre a oxidação da fase lipídica da partícula de 

LDL, com a concomitante formação de aldeídos reativos, e a transformação da LDL em 

uma forma que é reconhecida por receptores scavenger dos macrófagos (Harrison e 

cols., 1987 e Schini e Vanhoutte, 1991). Portanto, o peroxinitrito e espécies reativas dele 

derivadas podem mediar alguns dos efeitos deletérios do 9NO, como por exemplo, a 

oxidação da LDL e de grupos sulfidrila, assim como a depleção de antioxidantes do 

plasma. Quando a relação estequiométrica entre o 9NO e o radical superóxido for maior 

que· um, ou seja, um excesso do primeiro em relação ao segundo, o 9NO atua como 

antioxidante, reagindo com os radicais alcoxila e peroxila derivados da oxidação dos 

ácidos graxos e inibindo a oxidação da LDL (Malo-Ranta e cols., 1994 e Goss e cols., 

1995). Porém, em condições nas quais a produção de radical superóxido é maior que a 

de 9NO a oxidação da LDL é favorecida (Rubbo e cols., 1995) (Esquema 1 ). O 9NO 

também reage com proteínas contendo o grupo heme como a hemoglobina (Hb) e a 

mioglobina (Mb) (Martin e cols., 1985), oxidando-as às suas formas meta. Na presença 

de um agente oxidante (por ex. : H2O2), a meta-Hb e a meta-Mb podem formar espécies 

ferril, as quais induzem a · oxidação de componentes da membrana celular e das 

lipoproteínas (Bruckdorfer e cols., 1990). 
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Esquema 1- Participação do ~O na inibição da peroxidação lipídica (Rubbo e Freeman, 
1996) 

Patogênese da hipertensão 

O ~O pode estar envolvido na patogênese da hipertensão e nas suas 

complicações. Assim, a inibição da produção de ~O por inibidores da NOS resulta em 

hipertensão, aumento da formação de microtrombos, da migração de leucócitos nos 

tecidos e lesão renal intersticial e glomerular (Tikkanen e Fyhrquist, 1995). O tratamento 

crônico com estes inibidores resulta na hipertensão severa, lesão renal e menor sobrevida 

em modelos experimentais. Experimentos em humanos têm demonstrado uma diminuição 

de ~O, tanto basal como estimulada por agonistas. Uma grande parte dos estudos 

realizados indica que a vasodilatação dependente do endotélio está reduzida em 

pacientes com hipertensão primária ou secundária (Busse e Fleming, 1995). Propõe-se 

que a hipertensão essencial esteja relacionada a um distúrbio na vasodilatação 

dependente do endotélio, não havendo alteração da vasodilatação independente do 

endotélio. Entretanto, o papel do endotélio e do ~O na hipertensão sistêmica ainda é 

controverso. Apesar de uma liberação alterada de ~O poder estar relacionada à 

patogênese da hipertensão, o relaxamento dependente do endotélio pode estar 

heterogeneamente afetado nesta condição (Nava e cols., 1995). Em algumas redes 

vasculares de ratos hipertensos, como a aorta, carótida, vasos mesentéricos e cerebrais o 
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relaxamento dependente do endotélio está alterado. Em contraste, nas artérias 

coronarianas e renais de ratos espontaneamente hipertensos a função endotelial parece 

não ser afetada pela alta pressão sanguínea (Nava e cols., 1995). A lesão endotelial per 

se pode contribuir para a perda da capacidade vasodilatadora dependente do endotélio na 

hipertensão. A redução das atividades anti-proliferativa, anti-inflamatória e anti

trombótica do 9NO devido à lesão endotelial pode predispor à proliferação celular e à 

posterior lesão cardiovascular (Tikkanen e Fyhrquist, 1995). 

O 9NO, o fator de contração muscular dependente do endotélio (EDCF) e a 

prostaciclina (PGh) podem contribuir para a mudança do calibre arterial em resposta a 

vários estímulos. Como o 9NO e a PGh são vasodilatadores e o EDCF é um 

vasoconstritor, alterações na produção, ou na ação, dos mesmos pode resultar em 

mudanças na resistência vascular e facilitar o desenvolvimento da hipertensão. 

Na hipertensão espontânea (figura 6), a produção de 9NO parece estar 

aumentada. A liberação de 9NO está aumentada em ratos espontaneamente hipertensos 

(Nava e cols., 1995). A atividade da NO sintase constitutiva (NOSc) também está 

aumentada no coração destes animais, mas apenas no ventrículo esquerdo onde a pressão 

é alta. Em animais normotensos, a elevação farmacológica da pressão sanguínea também 

promove aumento da liberação de 9NO, sugerindo que a pressão sanguínea per se é um 

estímulo para esta liberação. Entretanto, o aumento da produção de 9NO na hipertensão 

espontânea pode ser ineficiente, provavelmente pelo aumento da sua inativação devido a 

reações com outros compostos (figura 7). As espécies reativas de oxigênio, 

especialmente o ânion radical superóxido, podem inativar o 9NO e a PGI2. Na 

hipertensão essencial, sugere-se que exista aumento da produção de radicais livres e o 

simultâneo decréscimo de antioxidantes, como a superóxido dismutase (SOD) e a 

vitamina E, o que resultaria no decréscimo da meia vida do 9NO e da PGh (Kumar e 

Das, 1993). Estudos em animais hipertensos têm sugerido que o aumento da inativação 

do 9NO ocorre pela reação com o ânion radical superóxido (Nava e cols., 1995). 
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Figura 6 - Mecanismo proposto para a hipertensão essencial. As plaquetas ativadas, pelo 
fator ativador de plaqueta (P AF) e/ou pelo fator de von Willebrand sintetizados pelo 
endotélio, liberam difosfato de adenosina (ADP), serotonina (5-HT) e tromboplastina, que 
originará trombina e PAF. Destes o PAF, 5-HT e ADP são capazes de aumentar a liberação 
do •No no endotélio intacto. A dinúnuição da resposta a agentes vasodilatadores, que 
estimulam a liberação de fatores vasoativos do endotélio para produzir o relaxamento das 
células de músculo liso, poderia estar relacionada a: 1) defeitos nos mecanismos de 
transdução de sinal envolvidos na resposta .da .célula endotelial aos .difer.entes agooistas (Ach, 
ADP, 5-HT, trombina); 2) aumento da síntese de prostaglandinas ou 3) diminuição da 
bioatividade do óxido nítrico, provavelmente devido à inativação decorrente da sua reação 
com o radical superóxido, cuja produção poderia estar aumentada. 
•No, óxido nítrico; Ach, acetilcolina; 0 2-, âníon radical superóxido; PGH2, prostaglandioa 

H2- GMPc, monofosfato cíclico de guanosina; M, P1 , Sl e T receptores para Acetilcolina, 
' ADP, serotonina e trombina respectivamente (Nava .e cols . ., 1995., com.modificações). 
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Figura 7 - Vias efetoras do óxido nítrico (NO). 1) O 9NO formado nas células endoteliais 
promove a nitrosilação do grupo heme da guanilato ciclase solúvel (sGC), aumentando o 
rúvel intracelular de monofosfato cíclico de guarúna ( cGMP). Nas células musculares lisas, o 
cGMPc ativa quinases dependentes de cGMP que fosforilam e modulam a atividade de 
proteínas envolvidas na homeostase do cálcio, resultando em uma redução na quantidade de 
cálcio disponível para a contração; 2) o 9NO também promove a nitrosilação de grupos tióis 
de diversas proteínas (S-nitrosilação ), alterando algumas funções das mesmas. A ribosilação 
da gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) pelo nucleotídeo cíclico ADP-ribose 
também é estimulada pelo 9NO, levando à inibição da atividade desta enzima, o que poderia 
inibir a glicólise e contribuir para a lesão por reperfusão e a neurotoxicidade. A ribosilação 
das proteínas G pode inibir sua função e alterar a transdução de sinal na membrana 
plasmática; 3) o 9NO também pode atuar sobre os fatores de transcrição e modular funções 
vasculares alterando a expressão de genes, que codificam proteínas do endotélio importantes 
para a manutenção da homeostase vascular; 4) o 9NO reage com o ânion radical superóxido 
(Ol) formando peroxinitrito (ONOO-), que é um forte agente oxidante; 5) em presença de 
Fe ++ o peroxinitrito pode nitrar tirosinas associadas às proteínas, afetando a sinalização 
intracelular mediada por tirosinas quinases; 6) o ácido peroxinitroso, formado pela 
protonação do peroxinitrito, se degrada originando radical hidroxila (OH•) e dióxido de 
nitrogênio (N02); 7) o 9NO interage com o grupo heme, promovendo inativação de enzimas 
dependentes de heme, podendo assim inibir enzimas mitocondriais contendo centros ferro
enxôfre, possivelmente responsáveis pela citotoxicidade de macrófagos para células 
tumorais. As vias 5, 6 e 7 podem contribuir para os efeitos citostáticos e citotóxicos do 9NO, 
assim como no controle da apoptose. 
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Óxido Nítrico, Hipertensão e Aterosclerose 

Na hipertensão e na aterosclerose, o papel do ~O é controverso e está 

relacionado ao estágio da doença e com o modelo experimental estudado. Os vasos 

sanguíneos ateroscleróticos apresentam varias alterações funcionais, tais como, aumento 

da vasoconstrição, maior adesão de plaquetas e monócitos, assim como da migração e 

proliferação de células musculares lisas vasculares. A produção alterada de ~O poderia 

contribuir para estas alterações, visto que este radical livre participa em todos estes 

processos. A disfunção endotelial, tanto na hipertensão como na hipercolesterolemia, 

parece estar relacionada à menor biodisponibilidade do óxido nítrico (Schmieder, 2000). 

Na aterosclerose, o aumento da inativação do ~O pelo ânion radical superóxido poderia 

reduzir a vasodilatação dependente do endotélio (Garcia e cols., 1996). Estudos 

histopatológicos mostram que a camada endotelial das artérias ateroscleróticas está 

severamente lesada apenas nos estágios avançados da doença. Entretanto, estudos 

funcionais indicam que a resposta das artérias ateroscleróticas aos vasodilatadores 

dependentes do endotélio está alterada em um estágio bastante precoce da aterosclerose 

(Nava e cols., 1995). Bioensaios com artérias ateroscleróticas mostram que a atividade 

do ~O está reduzida e que o principal mediador desta alteração funcional vascular seria 

a LDLox (Nava e cols., 1995). Em coelhos hipercolesterolêmicos, ocorre aumento da 

produção de ~O pelas aortas ateroscleróticas (Minor e cols., 1990). Nestes animais, a 

disfunção endotelial está relacionada à degradação aumentada do ~O devido a um 

desequilíbrio entre a atividade da superóxido dismutase (SOO) e à produção de radical 

superóxido pelo endotélio dos vasos sanguíneos ateroscleróticos. Apesar de alguns 

estudos relatarem aumento da atividade da SOO na aorta de coelhos 

hipercolesterolêmicos (Ohara e cols., 1993), a atividade da isoenzima ligada ao endotélio 

(fração C) está diminuída (Silva e cols., 1995) e o tratamento destes animais com SOO 

exógena melhora significativamente o relaxamento dependente do endotélio nestas 

artérias (Mügge e cols., 1991). 

A interação da LOLox com diferentes tipos celulares afeta a produção de 

~O de forma paradoxal. Bioensaios têm demonstrado que a LDLox pode bloquear a 

atividade vasodilatadora do ~O liberado por células endoteliais (Simon e cols., 1990 e 

Chin e cols., 1992). Estudos in vitro mostram que os lípides oxidados presentes na 
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LDLox inibem as atividades da NO sintase indutível de macrófagos (Yang e cols., 1994) 

e da guanilato ciclase solúvel das células musculares lisas (Schmidt e cols., 1992). Em 

contraste, nas células endoteliais, a LDLox aumenta a liberação de óxido nítrico 

produzido pela NO sintase constitutiva, dependente de cálcio (Fries e cols., 1995). 

Portanto, in vivo, o efeito final da LDLox na vasodilatação vai depender das complexas 

interações entre esta partícula oxidada e os diversos tipos celulares presentes na parede 

arterial, o que afetará distintamente a produção de ~O pelas diferentes isoformas da NO 

sintase. AJém disso, a LDLox induz a expressão do RNAm da pré-pró-endotelina, 

aumentando assim a liberação de endotelina (Boulanger e cols., 1992), isso se toma 

importante, uma vez que a endotelina é um potente vasoc9nstritor. A endotelina é um 

peptídio de 21 aminoácidos existentes no homem em três isoformas: endotelina 1 (ET-1 ), 

ET-2 e ET-3 (lnoue e cols., 1989), sendo que somente a ET-1 é produzida no endotélio. 

A ET-2 e a ET-3 são geradas no cérebro, nos rins, no intestino e nas adrenais (Tasaka e 

Kitazumi, 1994). Uma variedade de estímulos fisicos e químicos podem levar à geração 

de endotelina (figura 8) (Simonson e Dunn, 1990 e Yanagisawa e cols., 1988). Uyama e 

cols. ( 1996), mostraram um aumento da secreção de ET-1 pelas células endoteliais, 

como também no plasma de anímais com aterosclerose induzida por dieta. 

Estímulos químicos 
ionóforos de cálcio, trombina, epinefrina, 
ésteres de forbol, arginina, vasopressina, 
angiotensina II, fator transformador de 

crescimento beta, endotoxinas, interleucina-1 
fator de necrose tumoral e LDLox. 

1 

' 

Estímulos fisicos 
hipóxia, distensão do vaso e 

estresse parietal de cisalhamento 

1 

mRNA 

• 
Pré-pró-endotelina 

• endopeptidase 

pró ou Big-endotelina 

• ECE 
ENDOTELINA 

Figura 8 - Fatores estimuladores de expressão do RNAm e geração da 
endotelina. ECE = enzima de conversão de endotelina 



INTRODUÇÃO 27 

Células espumosas (foam cell~), formadas à partir de macrófagos expostos à 

LDLox, produzem menor quantidade de ·No quando estimuladas por interferon gama 

ou lipopolissacarídeo (Bolton e cols., 1994). Estas células, quando não estimuladas, 

oxidam a LDL em maior intensidade que os macrófagos não transformados em foam 

ce/ls, ou as foam cells induzidas pela incubação com a LDL acetilada. Estes dados 

demonstram que há uma relação inversa entre a atividade da NO sintase e a capacidade 

das foam ce/ls induzirem a oxidação da LDL (Bolton e cols., 1994). Portanto, na 

aterosclerose, as foam ce/ls presentes nas artérias ateroscleróticas poderiam tanto 

exacerbar a oxidação das lipoproteínas como contribuir indiretamente para a proliferação 

das células musculares lisas. Este último efeito, decorreria de uma menor produção de 

~O e a consequente diminuição do efeito anti-proliferativo exercido por este radical 

livre. A concentração da LDLox e o tempo de contato da mesma com as células também 

são importantes para determinar o efeito da mesma em relação à liberação de ~O por 

macrófagos estimulados. Assim, a produção de ~O por macrófagos estimulados com 

interferon y é potencializada pela incubação destas células com baixas concentrações de 

LDLox (20 ug/ml) por períodos longos (18 hs), enquanto a exposição das mesmas a 

altas concentrações de LDLox (200 ug/ml) por períodos mais curtos inibe a liberação de 

~O (Matthys e cols., 1996). Um outro fator que contribuiria para agravar ainda mais 

este quadro é a citotoxicidade da LDLox, o que implica em possível lesão ao endotélio 

decorrente do aumento da formação desta partícula oxidada. 

Portanto, tanto na hipertensão como na hipercolesterolemia parece existir 

uma alteração da biodisponibilidade do óxido nítrico sendo que esta alteração não esta 

ligada apenas a um simples defeito, mas a vários mecanismos que podem afetar tanto a 

síntese como a degradação do ~O. Em ambas as doenças, o aumento da produção do 

ânion radical superóxido e o estresse oxidativo representam os principais mecanismos 

envolvidos. Contudo potenciais diferenças, nos mecanismos envolvidos na síntese de 

ânion radical superóxido ou ~O, são evidentes entre a hipertensão e a 

hipercolesterolemia (revisado por Schmieder, 2000). 



3. OBJETIVOS 
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3.1 - Objetivo geral 

Investigar as possíveis vias de inativação do óxido nítrico na hipertensão e 

na hipercolesterolemia. Para atingir este objetivo, determinou-se produtos 

possivelmente derivados da interação entre óxido nítrico, ou espécies reativas dele 

derivadas, com componentes presentes na circulação sistêmica. Dentre estes produtos, 

determinou-se nitrosotióis, lipoproteínas oxidadas e proteínas nitradas. A hipótese de 

trabalho foi que a formação destes produtos ocorreria de forma diferenciada nos 

pacientes hipertensos e nos hipercolesterolêmicos, comparados aos indivíduos 

normotensos normocolesterolêmicos, fornecendo subsídios importantes dos 

mecanismos da hipertensão e da hipercolesterolemia, que são relevantes para o 

desenvolvimento da aterosclerose. 

3.2 - Objetivos específicos 

Nos 3 grupos estudados, a saber, I) normotensos normocolesterolêmicos, 2) 

hipertensos normocolesterolêmicos e 3) normotensos hipercolesterolêmicos, 

determinou-se: 

• A concentração de lipoproteínas oxidadas no plasma; 

• A formação de nitrotirosina livre no plasma e ligada a proteínas; 

• As concentrações plasmáticas de S-nitrosotióis; 

• As concentrações plasmáticas de nitrato e endotelina 

• As alterações dos níveis de antioxidantes hidrossolúveis no plasma e dos 

lipossolúveis no plasma e nas frações lipoproteícas; 

• A oxidabilidade da LDL pesada in vitro; 

• As alterações do vasorrelaxamento dependente do endotélio. 

~ YBl f OTECA 
F8culrl2do c!s C;ê,1ci ;:s Farrn::cêuticaa 



4. METODOLOGIA 
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4.1 - Padronizações 

4.1.1 - Padronização da determinação de nitrato 

Analisador de •No 

Utilizou-se o equipamento NOA °™280 (Sievers, USA), um detector de alta 

sensibilidade para determinação de ~O baseado na reação de quimioluminescência 

entre ~O e ozônio (fase gasosa) : 

A redução do nitrato com cloreto de vanádio, em ácido clorídrico, foi usada 

para converter nitrato em ~O. A redução foi feita a 90ºC. 

As curvas de calibração com niveis múltiplos foram realizadas com padrão 

externo (nitrato de sódio - AJdrich - 22,134-1), utilizando-se o software Bag program 

(versão 2.2 - Sievers, USA). Foram utilizadas afttostras de plasma sem qualquer tipo de 

preparação prévia, amostras filtradas (Centrifree - Amicon) e também extraídas com 

etanol gelado. Para a extração com etanol gelado foi utilizado 0,5 mL de amostra e e 1,0 

mL de etanol a 0ºC, após agitação no vortex, a solução foi deixada trinta minutos a 0ºC 

e então centrifugada a 14000 RPM por cinco minutos, o sobrenadante foi retirado para a 

análise. 



METODOLOGIA 30 
liiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii-

4.1.2 - Padronização da determinação de S-nitrosotióis 

Analisador de •No 

A determinação de S-nitrosotióis (RSNO) foi realizada pela diferença de 

concentração de •No liberado da amostra (reduzida com cloreto de mercúrio II (Hg2J 
menos a amostra não reduzida) com uma solução contendo 1% de iodeto de potássio em 

ácido acético glacial. A redução foi realizada acrescentando-se na amostra uma solução 

saturada de cloreto de mercúrio II por cinco minutos à temperatura ambiente como 

demonstrado nas reações a seguir (Ewing e cols., 1998). Para a quantificação foi 

realizada curva de calibração com nitrito de sódio (NO2) em diferentes concentrações. 

A curva de calibração foi então construída pela regressão tipo "least-squares linear" 

(área do pico versus pmol NO2º injetado), utilizando-se o software Bag program (versão 

2.2 - Sievers, USA). 

RSNO + Hg2
+ ~ [RS(Hg)NO]2+ 

[RS(Hg)NO]2
+ + H2O ~ RSHg + + HNO2 +W 

4.1.3 - Avaliação do Kit de isoprostanos por ELISA 

A avaliação do Kit comercial (8EPGF2 Immunoassay Kit - Oxford 

Biomedical Research, USA) foi realizada para compararmos os valores obtidos pelo 

Kit, em plasma de indivíduos voluntários saudáveis, com os valores relatados na 

literatura. As amostras de plasma foram previamente extraídas como demonstrado no 

esquema 2. 
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1 mL de plasma 
+ 3 mL de água (pH 3) 

Ajustar pH para 3 com HCI 1 N 

C18 Seo PaK 

5 mL de metanol seouido de 5 mL de áoua oH 3 
amostra 

lavar com 1 O mL de água pH 3 seguido de 1 O mL de Heptano 
Eluir com 10 mL de acetato de etila:heptano (1 :1) 

Silica Sep Pak 

5 mL de metanol seguido de 5 mL de acetato de etila 
eluato da coluna C18 

eluir com 5 mL de acetato de etila:metanol (1 :1) 

evaporar em N2 e ressuspender com tampão de diluição do Kit 

Esquema 2 - Extração os 1soprostanos p asmáticos 

4.1.4 - Avaliação da determinação de endotelina por ELISA 

A avaliação do Kit comercial (EIAH-6901 - Endothelin-1, Peninsula 

laboratories, INC., Inglaterra) foi realizada para compararmos os valores obtidos pelo 

Kit, em plasma de indivíduos voluntários saudáveis, com os valores relatados na 

literatura. As amostras de plasma foram previamente extraídas, de acordo com as 

instruções do fabricante, como demonstrado no esquema 3. Foram também utilizadas 

amostras de plasma sem extração. 
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Amostra:Reagente A (1 :1) 
centrifugar 15 .000 x g; 20 min .; 4 e 

Sep-Pak C18 
aceton itrila - 1 m L 
reagente A - 9 mL 

amostra 

lavar com 9 mL de reagente A 
Eluir com reagente B 

Evaporar o eluente (Speedvac- Savant, USA) 
Reconstituir com 200 uL de tampão do ELISA 

Esquema 3 - Extração da endotelina plasmática. Reagente A: 1 % de ácido 
trifluoroacético (TFA) em 99 % de água destilada~ reagente B: 60 % de acetonitrila, 1 % 
de TFA e 39 % de água destilada. 

4.1.5 - Padronização do ELISA para determinação de nitrotirosina 

A nitrotirosina plasmática livre e ligada às apoproteínas da LDL foi 

determinada por enzimaimunoensaio (ELISA), padronizado em nosso laboratório como 

descrito a seguir. O anticorpo utilizado foi o anticorpo policlonal anti-nitrotirosina 

produzido em coelho (Upstate Biotechnology). Foram testados dois ensaios, ou seja, um 

ELISA direto e um ELISA competitivo. Placas para ELISA pretas e brancas, as quais 

são recomendadas para ensaios com detecção quimioluminescente, também foram 

testadas, tendo-se observado que as leituras de quimioluminescência obtidas com as 

placas brancas foram aproximadamente 25 vezes maiores que as leituras aquelas com as 

placas pretas. Assim, em nossos ensaios foram utilizadas placas brancas da Nunc Inc. 

Como os testes foram realizados utilizando-se detecção quimioluminescente, a emissão 

de luz em cada placa foi medida imediatamente após a adição do substrato. O pico 

máximo de leitura foi observado entre dois e seis minutos após a adição do substrato, 

decaindo após este tempo, como mostrado na figura abaixo. 
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Figura 9 - Intensidade da quimiluminescência determinada durante vinte minutos, no 
ensaio de ELISA direto. Foram utilizadas duas concentrações de proteína nitrada 
fixadas na placa 6,0 µg/mL (verde) e 8,0 µg/mL (azul). 

Preparação de proteínas nitradas 

A albumina bovina nitrada, a qual foi utilizada como padrão para a 

realização das curvas de calibração nos dois ensaios e adsorvida na placa no 

ELISA competitivo (nitro-ALB; 2-4 mo! de nitrotirosina/mol de proteína), foi 

preparada por adição de uma solução alcalina de peroxinitrito em uma 

concentração final de 1 mM (Radi e cols., 1991) à uma solução de albumina 

bovina (ALB - 1 mg/mL). A solução foi então dialisada "overnight" em tampão 

PBS (tampão de fosfato de sódio 10 mM, cloreto de sódio 140 mM, cloreto de 

potássio 2,7 mM e azida de sódio 0,02%). A concentração de nitrotirosina na 

nitro-ALB foi determinada utilizando-se o coeficiente de extinção molar 4300 M 
1cm-1 (Khan e cols., 1998) em 438 nm, pH 9.0. O mesmo protocolo de nitração foi 

seguido para plasma, LDL, albumina humana e aminoácidos que foram utilizados 

no teste de especificidade do anticorpo. A fragmentação das proteínas tratadas 

com peroxinitrito foi monitorada através de eletroforese em gel de policrilamida 

5%. 
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Especificid"de do "nticorpo 

O teste de especificidade do anticorpo foi realizado utilizando-se o ELISA 

competitivo com vários tipos de aminoácidos, plasma, albumina bovina, albumina 

humana e LDL nitrados, em diferentes concentrações, tratados ou não com 10 mM de 

ditionito (redução de nitrotirosina para aminotirosina). Realizaram-se ensaios de 

westem blotting para avaliação da especificdade dos anticorpos, utilizando-se padrões 

de peso molecular, albumina bovina e LDL nitrada e não nitrada. O westem blotting foi 

realizado como demonstrado no esquema 4, utilizando-se um protocolo modificado da 

Upstate Biotechnology {Towbin e cols, 1979; Hames e Rickwood, 1991). 
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eletroforese 
gel de policrilamida 5% 

transferência para membrana de nitrocelulose 
sistema de transferência "semi-dry" 

lavar a membrana duas vezes com água 

Lavar durante 1 O minutos a membrana com tampão PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) 

Lavar a membrana duas vezes com água 

Bloquear a membrana inbubando-a com PBS contendo 3% de leite desnatado (PBS-MLK) 
por vinte minutos de 20 à 25ºC sob agitação constante 

Lavar a membrana duas vezes com água 

Incubar a menbrana com o anticorpo anti-nitrotirosina 
anticorpo 1 (1 : 1 000) 
anticorpo 2 (1 ug/ml) 

diluídos em PBS-MLK ·ovemight" sob agitação a 4°C 

Lavar a membrana cinco vezes com água 

Incubar a membrana com o conjugado (1 :3000)-d~uído ·em PBS-MLK 
por uma hora e meia a temperatura ambiente com agitação 

conjugado (lgG anti-coelho sintetizado em camundongo conjugado com peroxidase) 

Lavar a membrana cinco vezes com água 

lavar a membrana com PBS-T por cinco minutos 

Lavar a membrana cinco vezes com água 

Kit ECL da amersham pharmacia biotech 
foi utilizado como solução reveladora 

a membrana foi então exposta, em cãmara escura, 
a um filme fotográfico durante diferentes tempos 

Esquema 4 - Western Blotting realizado para detecção de nitrotirosina 
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ELISA direto 

. - • . - · ' . - .. . t . , . . - . . • · ' - . 
<_:.tJ ! !JUC,~ '~!U ! !!é! ! ,_:{! '.! 'J ,_-.fJ ! ! ! pt:! tJ.''U '_!~ ~ ": 

anticorpo anti-nitrotirosina 
r ~'T r 1 1 

!....!J!.... nxaoa na ptaca 

Incubou-se 100 uL da proteína (amostra) "overnight", em diferentes 

concentrações (0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 µg/mL de proteína), diluída em 

tampão carbonato-bicarbonato O, 1 M, pH 9,0 a 37°C. Após a incubação, retirou-se o 

sobrenadante de cada poço e a proteína foi determinada pelo método de Bradford para 

podermos saber o valor real de proteína que ficou aderida à placa. A placa foi então 

lavada com tampão TBS (tris-HCI 50 mM pH 7.4 e NaCI 150 mM) contendo Tween 20 

(0.6%). Para o bloqueio, incubou-se a placa por duas horas a 37º C com 200 µL de 

tampão TBS contendo 0,05% de Tween 20 e 5 % de leite desnatado (longa vida) por 

poço. Após lavagem da placa com o tampão de lavagem previamente descrito, 

adicionou-se 100 µL por poço do anticorpo anti-nitrotirosina ( diluído 1: 1000 em TBS 

contendo 1% de leite desnatado) e a placa foi incubada duas horas a 37ºC. A placa foi 

então lavada e incubada com 100 µL por poço do conjugado (lgG anti-coelho produzido 

em camundongo conjugado com peroxidase, Stressgen Biotechnologies Corp., 

diluídol :5000 em TBS contendo 1% de leite) por 1 hora a 37ºC. Após lavagem, 

adicionou-se lurninol (2.3 mM), p-iodofenol (0.9 mM) (200µL/poço) , e peróxido de 

hidrogênio (3.9 nM) (50µL/poço) . A leitura da quimiluminescência produzida foi 

realizada imediatamente, utilizando-se uma leitora de placa de ELISA para 

quimiluminescência (LumiCount, Packard, Meriden, USA). 

ELISA competitfro 

~ 
Amostra 

@ ~----• y 

-----
Anticorpo anti-nitrotirosina 

Albumina nitrada 

A placa foi sensibilizada com 0.5 µg/mL de ALBNO (100 µL) 

( concentração aproximada de nitrotirosina de 40 a 60 uM) diluída em tampão 

carbonato-bicarbonato O, 1 M em pH 9,4 a 37ºC, ovemight. A placa foi então lavada 
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com 200 µL de tampão TBS (TRIS-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) contendo 

Tween 20 (0.6%). Para bloqueio, incubou-se a placa por duas horas a 37ºC com 200 µL 

de tampão TBS contendo 0,05% de tween 20 e 5 % de leite desnatado (longa vida) por 

poço. Após lavagem da placa com o tampão de lavagem previamente descrito, a placa 

foi incubada com 100 µL por poço do anticorpo anti-nitrotirosina ( diluído 1 : 1000 em 

TBS contendo 1% de leite desnatado) mais 100 uL da amostra (as amostras de plasma e 

a albumina nitrada utilizada na curva de calibração devem ser diluídas em TBS 

contendo O, 1 % de leite) por duas horas a 37°C. A placa foi então lavada e incubada com 

100 µL por poço do conjugado (IgG anti-coelho produzido em camundongo conjugado 

com peroxidase, Stressgen Biotechnologies Corp., diluído 1 :5000 em TBS contendo 1 % 

de leite) por 1 hora, a 37ºC. Após lavagem, adicionou-se luminol (2.3 mM), p-iodofenol 

(0.9 mM) (200µL/poço), e peróxido de hidrogênio (3.9 nM) {50µL/poço) . A leitura da 

quimiluminescência produzida foi realizada imediatamente, utilizando-se uma leitora de 

placas de ELISA para quimioluminecência (LumiCount, Packard, Meriden, USA). 

Todas as lavagens foram realizadas com o mesmo tampão descrito anteriormente, 

lavando-se a placa pelo menos quatro vezes. 

As concentrações da nitrotirosina presente na amostra ( a qual inibiu a 

ligação do anticorpo com a nitrotirosina que estava adsorvida na placa) foi estimada na 

curva de calibração e expressa como equivalentes de nitro-ALB, uma vez que utilizo-se 

albumina nitrada na curva de calibração. Todas a amostras e pontos da curva de 

calibração foram realizados em triplicata. As curvas de calibração foram expressas 

utilizando-se o software Origin versão 5.0 (logistic plot). A quantidade de nitro-ALB 

nas amostras foi calculado utlizando-se o logito no eixo y (logito (B/Bo) = log: [B/Bo] / 

[B - B/B0] e o log da concentração no eixo x (Chakmakjian, 1982). 

4.2 - Pacientes 

Os pacientes dos grupos anteriormente descritos (normotensos 

normolipidêmicos (C; n = 11 ), normotensos hiperlipidêmicos (HC; n = 18) e 

hipertensos normolipidêmicos (H; n = 11) foram triados pelos Doutores Marcelo C. 

Bertolami (Ambulatório de Lípides do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia), Ora. 

Maria T. Zanella e Dr. Frida Plavinik (Ambulatório de Hipertensão do Hospital do Rim 
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da UNIFESP). Os pacientes foram previamente informados sobre a utilização do 

material biológico para a realização do trabalho e participaram como voluntários. 

Os critérios de inclusão e exclusão adotados para este estudo foram: 

a) Critérios de inclusão: 

Pressão arterial diastólica e sistólica médias de três consultas ambulatóriais com o 

intervalo de 15 dias, com placebo; 

- Ambos os sexos; 

- Sem restrição de raça; 

- Idade de 45 a 60 anos; 

- Índice de massa corpórea < 30Kg/m
2

; 

- Hipertensos essenciais estágios I e II de acordo com V JNC ("Joint National 

Committee"): 

Pressão Arterial Sistólica : 140 a 179 mrnHg 

Pressão Arterial Diastólica : 90 a 109 mrnHg; 

- Normotensos, apresentando: 

Pressão Arterial Sistólica : < 140 mrnHg 

Pressão Arterial Diastólica : < 90 mrnHg. 

Hipertensos e hipercolesterolêmicos sem medicação, hipertensiva ou hipolipemiante, de 

4 a 6 semanas. 

Hipercolesterolêmicos com colesterol total mruor que 240 mg/dL e LDL colesterol 

maior que 120 mg/dL. 

b) Critérios de exclusão : 

- pacientes fumantes; 

- pacientes diabéticos; 

- pacientes com processos inflamatórios ou infecciosos; 

- pacientes com suplementação vitaminica; 

- mulheres sob tratamento com estrógenos; 

Hipertensão secundária; 

Hipercolesterolemia secundária; 

- Infarto agudo do miocárdio ou revascularização miocárdia nos últimos 12 

meses; 
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- Antecendente de acidente vascular cerebral ou ataque isquêmico transitório; 

- Antecedente de doença renal, hepática, metabólica, neurológica, pulmonar ou 

hematológica; 

- História de doença auto-imune ou colagenose; 

- Doença psiquiátrica severa limitando a capacidade de compreensão e aceitação 

para participar com a doação do material; 

- Exames laboratoriais anormais ( após 15 dias sem medicação ou com placebo ), 

por exemplo: 

Creatinina sérica > 1.2 mg/dl; 

Glicemia >120 mg/dl; 

145<Na<l30 mEq/L; 

5,5<K+<3,0 mEq/L; 

Urina tipo I; proteinúria, hematúria, glicosúria, leucocitúria; 

TGO> 1,5 x o limite superior; 

TGP> 1,5 x o limite superior. 

4.3 - Coleta 

O sangue foi coletado em tubos Vacutainer® contendo EDT A como 

anticoagulante ( 1 mg/mL de sangue), para obtenção do plasma e sem EDT A, para 

obtenção do soro. O plasma e o soro foram separados por centrifugação a 2500 rpm a 1 O 

minutos a 4° C. O plasma e o soro obtidos foram armazenados em nitrogênio liquido ou 

em freezer -80º C até a realização das determinações. O volume de sangue necessário 

para a realização das análises foi de 50 mi, sendo que este volume total foi dividido 

como apresentado no esquema 5. 
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5 mi de sangU! 
semEDTA 

soro2,0 mi 

5 mi de plasma 

sangU! 50ml 

45 mi de sangU! com 
EDTA(I ~mi) 

plasma20 mi 

5,0 mi de plasma 
para ui tracertri fugação 

10 mi de plasnll 
para ultracentrifugação 

Esquema 5 - Divisão realizada após coleta para armazenamento ideal das amostras 

4.4 - Isolamento de lipoproteínas 

Foram realizadas duas ultracentrifugações nas amostras coletadas: a 

primeira, para isolamento da Lipoproteína de Muito Baixa Densidade (VLDL) (1,006 

<d> 1,019), da Lipoproteína de Baixa Densidade (LDL) (1,020 <d>l,063 g/ml)), e da 

Lipoproteína de Alta Densidade (HDL) (1,065 <d> 1,210) do plasma dos pacientes, na 

presença de EDT A ( 1, O mg/ml), BHT (20 µM) e uma combinação de inibidores de 

proteases (PMSF, aprotinina e benzamidina) (Havei e cols., 1955). Na segunda, 

realizou-se o isolamento das subfrações leve (l,020<d>l,045) e pesada {1,045 

<d>l,063) da LDL por ultracentrifugação do plasma em gradiente de densidade com 

cloreto de sódio, na presença de inibidores de proteases (PMSF ( 1 mM), aprotinina (2 

mg/mL) e benzamidina (2 mM)). As lipoproteínas foram, em seguida, dialisadas em 6 

litros de tampão pH 7,4 (NaCl 150,0 mM, EDTA 1,0 mM, NaN3 3 mM e Tris 10,0 

mM), a 4° C, durante 12 horas, sendo que para a LDL pesada utilizou-se o mesmo 

tampão, porém, sem EDT A. 



METODOLOGIA 41 
iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiliiiiiliiiiiiiiiiiiiliiliiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiliiiiiiiiiiiiiiiii&ii--iiiiiiiiiiiiiiiiiii.;;iiiii 

4.5 - Determinação de colesterol total, proteínas e triacilgliceróis no plasma e do 

colesterol nas lipoproteínas 

As concentrações de colesterol total e de triacilgliceróis do plasma e das 

frações lipoprotéicas foram determinados por métodos enzimáticos, utilizando-se 

reagentes comerciais (Biosystems - Espanha). As proteínas totais foram determinadas 

pelo método de Lowry e cols. (1951), utilizando albumina bovina como padrão. 

O colesterol contido na HDL foi determinado por método enzimático 

(Biosystems, Espanha), após a precipitação das frações LDL e VLDL. Para obtenção da 

concentração de colesterol na LDL foi utilizada a fórmula de Friedwald e cols. (1972): 

LDL colesterol = Colesterol total - (VLDL colesterol+ HDL colesterol), 

onde, VLDL colesterol = Triacilgliceróis/5 

4.6 - Determinação dos hidroxi/hidroperóxidos de éster de colesterol (CE-OOH), 

triacilglicerol (TL-OOH) e fosfolípides (PL-OOH) 

Os hidroxi/hidroperóxidos lipídicos presentes no plasma dos pacientes 

foram detectados por cromatografia líquida de alta performance (HPLC) com detector 

dioderay (235 nm). A extração de CE-OOH e TL-OOH foi realizada com 

metanol:hexano (1 :3, v/v) (Folcik e cols., 1994) e a extração de PL-OOH, com 

metanol:clorofórmio (1 :2, v/v) (Akasaka e cols., 1993). A fase contendo hexano ou 

clorofórmio foi evaporada e o resíduo foi dissolvido na fase móvel (metanol contendo 

20 mM de acetato de lítio) (Terao e Fukino, 1993); essa solução foi filtrada em 

membranas com poros de 22 µm e injetada no cromatógrafo (20 µl), através do injetor 

automático SIL-I0A (Shirnadzu Corp.). A quantificação dos produtos de 

lipoperoxidação presentes na amostra foi feita com padrões externos, através de curvas 

de calibração com níveis múltiplos, utilizando-se o software package Class-LCI0, LC

work station. Foi utilizado um sistema cromatográfico LCl0 da Shirnadzu Corp., e 

coluna cromatográfica C-8 Inertisil (GL Sciences lnc.) com fluxo de l mi por minuto. 
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4. 7 - Determinação de ascorbato, urato, a-tocoferol, 13-caroteno e licopeno 

As concentrações plasmáticas dos antioxidantes hidrossolúveis, ascorbato e 

urato, e dos lipossolúveis, a.-tocoferol, licopeno e ~-caroteno, foram determinadas por 

HPLC com detector eletroquímico (potencial = + 600 mv). A extração de ascorbato e 

urato foi feita com ácido perclórico 0,75% (Tsao e Salimi, 1981) e a extração dos 

antioxidantes lipossolúveis foi realizada com metanol:hexano (1 :3, v/v) (Keaney e col., 

1994). A fase de hexano contendo os antioxidantes lipossolúveis foi evaporada e o 

resíduo, dissolvido em fase móvel; esta solução e o sobrenadante da extração do 

ascorbato e urato foram filtrados em membranas com poros de 22 µm e injetados no 

cromatógrafo (20 µl), através do injetor automático SIL-I0A (Shimadzu). A 

quantificação das amostras foi feita com padrões externos, através de curvas de 

calibração com níveis múltiplos, utilizando-se o mesmo software descrito no item 4.6. 

Foi utilizado o mesmo sistema cromatográfico anterior, com uma coluna de fase 

reversa C18 CG-Nucleosil (CG do Brasil S\A). Para a análise de a.-tocoferol, licopeno e 

de J3-caroteno foi utilizada fase móvel composta por metanol:acetonitrila:clorofórmio 

(35:35:30, v/v/v), contendo perclorato de lítio 20 mM (Thurnhan e col., 1988). Na 

detenninação de ascorbato e urato, a fase móvel foi composta de acetato de sódio 

trihidratado (0,04 M), decilamina (1 mL) e EDTA (0,200 g\l) em 950ml de água 

deionizada; ácido acético glacial foi adicionado até atingir-se pH 5 e o volume foi 

completado para 1 litro com água deionizada. O fluxo da fase móvel foi de lmI.lminuto 

para todas as análises. 

4.8 - Cinética de oxidação da LDL (lag time, lag rate, log rate e peak time) 

As frações pesada da LDL (0,5 mg de proteína/mi) foram incubadas com 60 

µM de CuSO4 em PBS à 37°C, monitorando-se a cinética da reação de oxidação através 

da medida contínua da conjugação de dienos em z34 nrq> durante 4 horas. A cinética de 

oxidação da LDL foi analisada, considerando-se quatr~ diferentes componentes deste 

processo: 1 - LAG TIME: fase de iniciação, ou sejlJ. tett\p0 requerido para que ocorra o 

consumo total dos antioxidantes das lipoproteíf1115
; ~ - LAG RATE: aumento da 

absorbância em 234 nm durante o lag time, que ,eP'e~t'tta a velocidade do processo de 

iniciação; 3 - LOG RATE: aumento da absorbânc;ill dep~is do lag time, que representaª 
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velocidade de propagação da reação de peroxidação lipídica; 4 - PEAK TIME: tempo 

final de oxidação das partículas de lipoproteína (figura 1 O) (Esterbauer e cols., 1992). 
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Figura 1 O - Cinética de oxidação da LDL, considerando-se quatro diferentes 
componentes deste processo: 1- LAG TIME; 2 - LAG RATE; 3 - LOG RATE e 4 -
PEAK TIME. 

4.9 - Determinação de nitrato 

O nitrato presente no plasma dos pacientes foi determinado pelo analisador 

de ~O (quimioluminescência). A quantificação da amostra foi feita com padrões 

externos de nitrato, através de curvas de calibração com níveis múltiplos, conforme 

descrito no item 4.1.1. 

4.10 - Determinação da espessura do complexo medial - intimai da parede arterial 

das carótidas e braquial e da presença de placa aterosclerótica 

Os estudos ultrassonográficos foram realizados pelo Dr. Sérgio Ajzen da 

UNIFESP. A determinação da espessura do complexo medial-intimai do endotélio (1 

cm abaixo do bulbo) das carótidas comuns direita (CCD) e esquerda (CCE) e da artéria 

braquial foi realizada utiJizando-se o aparelho de ultra-sonografia da marca ATL, 
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modelo HDI-Ultramark-9 com transdutor linear. Foram realizadas três determinações 

em cada artéria (figura 11). 

Espessura 
medial intimai 

Figura 11 - Determinação da espessura do complexo medial-intimai 
da parede arterial da carótida direita por ultrassonografia. 

4.11 - Determinação do relaxamento vascular dependente do endotélio (RDE) 

Esta medida foi realizada na artéria braquial pela determinação da diferença 

de fluxo sanguíneo e de diâmetro arterial, antes e após hiperemia reativa, ocasionada 

por oclusão da artéria braquial por 5 minutos com manguito (200 mmHg), avaliando-se 

o relaxamento vascular dependente do endotélio, após este tempo. Foi utilizado o 

aparelho de ultra-sonografia da marca ATL, modelo HDI-Ultramark-9 com transdutor 

linear. (figura 12) 



METODOLOGIA 45 
iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii. 

Espessura medial-intimai do 
endotélio (1 cm abaixo do 
bulbo) da carótida comum 

direita (CCD) e esquerda (CCE) 

A hiperemia reativa foi induzida 
pela oclusão da artéria braquial por 

pressão (200 mmHg- 5 minutos) 

A espessura medial-intimai do 
endotélio; O diâmetro e a dilatação 

mediada pelo fluxo da artéria 
braquial foi determinado antes e 

após a resposta à hiperemia reativa 
(10 e 90 segundos), para avaliar o 

relaxamento dependente do 
endotélio (RDE) 

Figura 12 - Protocolo de determinação do relaxamento dependente 
do endotélio após hiperemia reativa. 

4.12 - Nitrotirosina plasmática 

A concentração de nitrotirosina plasmática foi determinada utilizando-se o 

ensaio de ELISA competitivo descrito anteriormente. A amostra utilizada foi plasma 

(diluído 1/4). 

4.13 - Nitrotirosina ligada a LDL 

A concentração de nitrotirosina na LDL foi determinada utilizando-se o 

ensaio de ELISA competitivo descrito anteriormente. As amostras utilizadas foram de 

LDL isoladas por ultracentrifugação ( com concentração aproximada de 1 mg/mL de 

proteína). Foram feitas correções de concentração, utilizando-se a quantidade de apoB 

existente no plasma, uma vez que a ultracentrifugação concentra a amostra. 
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4.14 - Nitrotirosina na albumina plasmática 

Após revelação do westem blotting com ECL, como citado anteriormente, e 

exposição ao filme (Hyperfilm ECL ou Kodak G-RA Filme), a densidade do filme foi 

determinada e as concentrações foram obtidas pela correlação da área da banda obtida 

para cada amostra com a área do padrão que foi analisado no mesmo imunoblot. 

4.15 - Determinação de nitrito no plasma e nos eritrócitos 

Utilizou-se o equipamento NOA °™280 (Sievers, USA) descrito 

anteriormente. Para a determinação de nitrito da amostra foi utilizado como agente 

redutor de iodeto de potássio 1% em ácido acético para a conversão de nitrito em ~O. 

As curvas de calibração com níveis múltiplos foram realizadas com padrão 

externo (nitrato de sódio - Aldrich - 22, 134-1 ), utilizando-se o software Bag program 

(versão 2.2 - Sievers, USA). Foram utilizadas amostras de plasma sem qualquer tipo de 

preparação prévia. Os eritrócitos foram obtidos a partir de sangue total coletados com 1 

mg/mL de EDT A, estes tubos foram centrifugados a 2500 RPM durante dez minutos a 

4ºC. Os eritrócitos foram cuidadosamente retirados do infranadante e armazenados em 

nitrogênio líquido (hemólise) até o momento da análise. Nos hemolisados, realizou-se 

uma extração com 1, O mL de clorofórmio, 1, O mL de água e 1, O mL da amostra, para a 

retirada das membranas presentes. Esta mistura foi agitada no vortex e posteriormente 

centrifugada a 10.000 rpm, por 10 minutos, a 4ºC. O sobrenadante foi então retirado 

para a análise. 
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4.16 - S-nitrosotióis no plasma 

As concentrações plasmáticas foram determinadas pelo método citado no 

item 4.1.2. Utilizou-se 250 µL de plasma em cada injeção. 

4.17 - Determinação das apolipoproteínas, ceruloplasmina, Lpa, fibrinogênio, 

plasminogênio e proteína C reativa (PCR) 

As concentrações plasmáticas das apolipoproteínas (apo AI, Ali, B e E) 

assim como da Lpa, fibrinogênio, ceruloplasmina, plasminogênio e PCR (proteína C 

reativa) foram determinadas por imunonefelometria, utilizando-se reagente comerciais 

(DADE BEHRING Ltda.) e como equipamento o "Behring Nephelometer Analyser" 

(DADE BEHRING Ltda.). 

4.18 - Determinação da paraoxonase 

A determinação da concentração da paraoxonase no plasma (diluído 1/250) 

dos pacientes foi realizada pelo ensaio de ELISA competitivo, utilizando-se um kit 

comercial (Wal - Chemie Medical GMBH, Alemanha) com um anticorpo policlonal 

anti-paraoxonase. O conjugado utilizado neste ensaio foi lgG anti-camundongo, obtido 

em ovelha, marcado com peroxidase (Stressgen Biotechnologies Corp ), diluído 1 :6000 

em PBS contendo 1% de leite, o qual foi incubado por 2 horas, a 37ºC. Após lavagem 

da placa, utilizou-se como substrato da peroxidase o ácido 2,2 azino-bis-3-

etilbenzotiazoline-6-sulfônico (0,53 mg/mL} em tampão citrato-fosfato O, 1 M pH 4,2, 

recém preparado, acrescido de 0,25 µL/mL de peróxido de hidrogênio (30%). Este 

substrato, preparado no momento do uso, foi incubado por trinta minutos no escuro, à 

temperatura ambiente. Em seguida, realizou-se a leitura da absorbância em 405 nm. Foi 

realizada uma curva de calibração, com várias concentrações de paraoxonase (5,44 à 

O, 17 µg/mL), obtendo-se assim a concentração plasmática de paraoxonase no plasma 

dos pacientes. 
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4.19- Determinação da Endotelina 

A concentração de endotelina plasmática foi determinada utilizando um Kit 

comercial (EIAH-6901 - Endothelin-1, Peninsula laboratories, INC., Inglaterra. A 

amostra utilizada foi plasma sem extração. 

4.20 - Determinação dos Isoprostanos 

A concentração de isoprostanos do plasma foi determinada utilizando-se um 

kit comercial (8EPGF2 Immunoassay Kit - Oxford Biomedical Research, USA). O 

plasma foi concentrado duas vezes para a posterior determinação dos isoprostanos. 

4.21 - Determinação dos óxidos de colesterol 

Os óxidos de colesterol determinados foram: 

- 7f3-Hidroxicolesterol; 

7a,-Hidroxicolesterol; 

Extração 

7 Cetocolesterol; 

25-Hidroxicolesterol; 

Colestan-3f3, Sa,, 6í3-triol; 

Colesteril P-epóxido; 

Colesteril a,-epóxido; 

A extração dos óxidos de colesterol plasmáticos é constituída de quatro etapas: 

na primeria etapa realiza-se a purificação da parte lipídica da amostra ( esquema 6); A 

segunda etapa é a retirada dos fosfolipídeos presentes na amostra através de extração em 

fase sólida ( esquema 7); A terceira etapa é a hidrólise dos lipídeos pela saponificação 

( esquema 8) e a ultima etapa é a metilação para conversão dos ácidos carboxílicos em 
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meti! ésteres ( esquema 9). Para extração foi utilizado 500 µL de plasma e uma 

concentração de 500 ng/µL de padrão interno (5a- colestano). 

Determinação por Cromatografia Gasosa 

Os óxidos de colesterol extraídos foram derivatizados aos derivados 

trimetilsilil (TMS), após adição de 50 µL de dimetilformamida e 50 µL de N, 0-

bis(trimetilsilil) trifluoracetamida (BSTF A), sob fluxo de nitrogênio, mantendo-se a 80 

ºC durante 20 minutos. As amostras derivatizadas foram injetadas por injeção 

automática (I µL), no cromatógrafo a gás (CG 6890-Plus - Hewlett Packard), equipado 

com detetor de ionização de chama (FID). A curva de calibração de níveis múltiplos foi 

realizada na presença de padrão interno, utilizando-se software próprio da Hewlett 

Packard. As amostras foram quantificadas através do software, após normalização com 

o padrão interno, utilizando para as curvas dos padrões externos. O gás hidrogênio foi 

usado como gás carreador, com um fluxo de 5 mL/min e pressão de 20 psi; a 

temperatura de injeção foi de 290 ºC e a temperatura inicial da coluna foi de 260 ºC, 

com um split ratio I :5 . A coluna utilizada foi a HP-5, 5% fenilsiloxano 30 m x 0,32 

mm x 0,25 µm (Hewlett Packard). A temperatura do detector foi de 300 ºC e o 

programa de temperatura usado na análise das amostras ocorreu mantendo-se a 

temperatura inicial por 2 minutos, seguido de um aumento de 5 ºC/min até 290 ºC, 

sendo o tempo total de corrida de 8 minutos (Sevanian et ai., 1994 modificado). 
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500 uL de plasma 
+ 

50 uL (padrão interno 1 ug/uL) 

2,0 mL de metanol 
Agitar 1 minuto no vortex 

4, O mL de clorofórmio 
Agitar 2 minutos no vortex 

1 ,O mL de água 
Centrifugar a 1000 g 

por 1 o m in . à 4 c 

Retirar o clorofórmio 
(1 N FRANADANTE) 

Acrescentar ao clorofórmio 2,0 mL de metanol 
Agitar no vortex por 1 minuto 

Centrifugar a 1 ooo g, 1 o min . 4 e 

Retirar o clorofórmio (infranadande) 
secar em nitrogênio 

Esquema 6 - Primeira fase de extração dos óxidos de colesterol 

50 
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Preparar a coluna diol 
passando 2,0 ml de metanol 

após 2,0 ml de acetato de etila:tolueno (1 :1) 
(Deve ser aplicado pressão na coluna) 

Ressuspender o residuo do esquema 6 
com 1,0 m L tolueno:acetato de etila (1 :1) 

Aplicar na coluna e eluir 
(recolher todo eluato a partir .desta fase) 

Aplicar e eluir 2,0 ml de acetato de etila:tolueno (1 :1) 
na coluna 

Aplicar e eluir 1,0 ml de clorofórmio na coluna 

Todo eluato coletado dever ser seco em nitrogênio 

A coluna deverá ser reconstitulda com -4,0 ml de metanol 
seguido de 2,0 ml de acetato de etila:tolueno (1 :1) 

Esquema 7 - Segunda fase de extração dos óxidos de colesterol 

Re&&u&pender o reslduo do esquema 7 com 
2,0 mL de éter etllico destilado 

acrescentar 200 ul de KOH em metanol (20%) 
as amostras sao agitadas e seladas imediatamente em nitrogénio 

Oeilcar • amostras por 3 horas a temperatura ambiente 
60b rotaçao de 60-70 rpm 

acrescentar 200 uL de ácido acético (20% em água) 
agitar bem os tubos 

Acrescentar 1,0 mL de água (deionizada) 
agitar no \oO/tex por 1 O segundos 

Acrescentar 1,0 mL de éter etRioo destilado 
agitar no \oO/tex por 1 O segundos 

Centntugar por 10 mnu1o&, 1000 g a 4 e 

Retirar a fase etérea (sobrenadante) 

Nl infi'arladne acrescentar mais 2,0 mi.. de éter etílico de&lilado 
agitar no \oO/tex por 10 segundos 

certrtugar por 1 o mm.tos, 1 ooag a 4 e 

1 
Retirar a fase etérea novamente 

(c:olocar no ITl5l\'lO t l.00 da fa&e etérea jà retinida) 

Secar a faee etérea em nitrogênio 

Esquema 8 - Terceira fase de extração dos óxidos de colesterol 
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No resíduo do esquema 8 
acrescentar uma gota de metanol + 

500 ul de diazometano 

1 

Agitar e selar imediatamente com nitrogênio 
deixar quinze minutos em temperatura ambiente 

1 
Secar a amostra em nitrogênio 

1 

Fazer derivatização para determinação 
dos óxidos de colesterol por CG 

Esquema 9 - Quarta fase de extração dos óxidos de colesterol 

4.22- Análise estatística 

Os resultados foram calculados como média ± desvio padrão. A análise 

estatística foi realizada utilizando-se um teste não paramétrico (Turkey) com p<.0.05 

considerado significante. As correlações foram testadas pelo teste "Pearson Product 

Moment Correlation" (Sigma Stat software). As curvas de calibração realizadas nos 

ensaios de ELISA foram construídas no software Origin 5.0, assim como todos os 

gráficos apresentados nesta tese. 
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5.1 - Padronizações 

5.1.1 - Padronização da determinação de nitrato 

Analisador de •No 

A figura 13 mostra os picos característicos do nitrato em uma amostra de 

plasma, preparada e determinada conforme descrito nos itens 4. I . 1 e 4 . 9. A tabela 3 

mostra a comparação dos valores da concentração de nitrato no plasma de indivíduos 

voluntários normais (n = 14). As amostras de plasma foram tratadas com etanol, a 0ºC, 

para a retirada das proteínas do plasma por precipitação (sugerido pelo fabricante). 
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Figura 13- Picos característicos do padrão de nitrato contendo 25 µM (A) e 50 µM (B) 
e no plasma contendo 18,2 µM (C) e 14,2 µM (D), analisados pelo analisador de •NO. 
As injeções foram realizadas em duplicata ou triplicata. 
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Tabela 3 - Comparação da concentração de nitrato no plasma filtrado, após extração 
com etanol e sem nenhum tipo de preparação 

nitrato (µM) 

Plasma 18,41 + 5,93 

Plasma 18,50 ± 6,83 

(extração com etanol) 

Plasma 18,72 ± 8,73 

( após filtração) 

Observamos que os valores de nitrato, quando analisados pelo analisador de 

~O após extração ou filtração, foram, respectivamente, 0,48 % e 1,68% vezes maiores 

que o plasma sem nenhum tipo de preparação prévia. Devemos ressaltar que na extração 

realizada com etanol deve-se ter extremo cuidado com a evaporação do etanol durante o 

processo, uma vez que a ocorrência desta evaporação promove uma concentração da 

amostra, resultando em valores mais elevados. A utilização do plasma sem preparação 

prévia é inadequada, porque as proteínas no plasma promovem um alargamento dos 

picos. Outro inconveniente é que o reagente utilizado para redução deve ser trocado 

mais vezes (presença de espuma). 

5.1.2 - Padronização da determinação de S-nitrosotióis 

Analisador de •No 

O limite de detecção de nitrito, obtido para a injeção de 250 µL de amostra, 

foi de 5 nM. Vários volumes de injeção foram estudados, porém, como a concentração 

de S-nitrosotióis é extremamente baixa, só conseguimos obter diferenças entre as 

concentrações de nitrito, antes e após redução, utilizando 250 µL de amostra. Este 

volume de amostra é um grande inconveniente uma vez que é necessária realizar as 

análises em replicatas, utilizando-se um volume final de um mililitro (1,0 mL) de 

amostra. 



RESULTADOS 55 
iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiliiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiliiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiliiiiiiiiiiiiiiii-&iiiiiiiiiiliiiiiiiiiiiiiiiiiiii 

5.1.3 - Avaliação da determinação de isoprostanos por ELISA 

Foi realizada uma curva de calibração com a solução padrão fornecida no kit 

8EPGF2 (Immunoassay Kit - Oxford Biomedical Rearch, USA). As amostras de plasma 

(n =5) foram extraídas, como descrito no esquema 2, e concentradas dez vezes. Pelo 

fato dos resultados obtidos estarem acima do limite superior da curva de calibração (50 

ng/mL) (figura 14B), concentramos as amostras apenas duas vezes, pois os valores 

encontrados estavam na faixa intermediária de concentrações da curva de calibração. A 

concentração observada para os isoprostanos no plasma de 5 voluntários foi de (95,3 ± 

5,8) pg/mL. Os valores citados na literatura variam muito, dependendo da metodologia 

empregada, sendo que a concentração plasmática dos isoprostanos, quando analisados 

por CG-MS, varia de 5 a 50 pg/mL (Morroe e Roberts, 1997) e de 640 pg/mL a 5120 ...----~ 
pg/mL, quando analisados por radioimunoensaío (Basu, 1998). Portanto, os valores 

encontrados em nossos experimentos prévios são intermediários entre aqueles obtidos 

por CG-MS e RIE. 

5.1.4. Avaliação da determinação de endotelina por ELISA 

Foi realizada uma curva de calibração (solução padrão fornecida pelo Kit 

EIAH-6901 - Endothelin-1) e as amostras de plasma foram extraídas (n =5) como 

descrito no esquema 3. Observamos que os valores obtidos para as amostras estavam 

acima do limite superior da curva de calibração (25 ng/mL) (figura 14A). Após 

repetições ( aproximadamente 4 repetições), para detectarmos possíveis erros 

metodológicos tanto na extração quanto no ensaio ELISA, observamos que os valores 

obtidos para as amostras foram reprodutíveis. Chegamos à conclusão de que o kit não 

estava com problemas quanto à precisão, uma vez que, os padrões e as curvas de 

calibração realizadas no ELISA sempre foram similares (variação de 3,00 ± 1,3 %) e 

que todos os brancos de reagentes do kit resultaram nos valores esperados. Partimos 

então para a avaliação da extração. Avaliamos os reagentes A, B e o eluato após 

extração (sem amostra), utilizando duas marcas de TFA, avaliamos a água e a 

acetonitrila separadamente. Os resultados para os eluatos, assim como para os reagentes 

A e B (independente do TF A utilizados) mostraram que os valores estavam acima do 

limite superior da curva de calibração (25 ng/mL), mesmo sem a presença da amostra. 
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Como o anticorpo fornecido pelo kit não apresentava reatividade cruzada com outros 

tipos de peptídeos (reatividade somente para endotelina 1, 2 e big endotelina 1) 

realizamos o ensaio com o plasma sem extração. Observamos que os valores do plasma 

foram de 1,04 ± O, 15 ng/mL de endotelina. Após diluição do plasma de 1/1 O, obtivemos 

valores de 0,99 ± O, 1 O ng/mL, após correção pelo fator de diluição, demonstrando a 

exatidão do método. Para o plasma concentrado 5 vezes obtivemos valores acima do 

limite superior da curva de calibração e, portanto, fora da faixa linear da curva. Os 

valores encontrados na literatura, apenas para a endotelina 1, vão de 45 à 2 pg/mL 

(Avontuur e cols., 1999); portanto 200 vezes menores que os resultados obtidos em 

nosso trabalho. Pelo fato do anticorpo utilizado no kit apresentar reatividade cruzada de 

100 % com a endotelina 2 e a big endotelina 1, o ensaio utilizando o plasma diretamente 

sem extração prévia indica a somatória das concentrações dos três peptídeos 

mencionados. 
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Figura 14 - Curvas de calibração de isoprostanos (B) e endotelina (A) determinados por 
ELISA. 
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5.1.5 - Padronização do ELISA para determinação de nitrotirosina 

Preparação de protelnas nitradas 

Após a nitração, descrita anteriormente, a concentração de 

nitrotirosina na nitro-ALB esteve entre 40 - 60 µM. A nitração foi realizada no dia 

do uso; não obtivemos bons resultados com amostras que foram nitradas e 

congeladas. 

A figura 15 mostra a eletroforese de uma albumina nitrada e uma não 

nitrada, mostrando não existir uma fragmentação da albumina na presença de 1 

mM de peroxinitrito. Foi observada uma banda com peso molecular de 94.000, 

sugerindo a existência de agregação da albumina após nitração. 

1 2 3 

• 94.000 

• 67.000 

43.000 

30.000 

20.100 

14.400 

58 

Figura 15 - Eletroforese da albumina e albumina nitrada. Lane 1 = Abumina Bovina; 
Lane 2 = Albumina Bovina nitrada com 1 mM de peroxinitrito; Lane 3 = Padrão de 
peso molecular. Quadro verde = albumina; Quadro Azul = agregação da albumina 
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Especificidade do anticorpo 

A tabela 4 mostra a especificidade do anticorpo utilizado. A figura 16 

mostra o westem blotting utilizando-se o padrão de peso molecular, albumina bovina, 

plasma e LDL (nitrados e não nitrados). As ICso para a albumina humana nitrada, 

albumina bovina nitrada e nitrotirosina, foram de 1 mM, 8 mM e 100 mM, 

respectivamente, indicando a alta afinidade do anticorpo para os resíduos de 

nitrotirosina ligados à albumina humana. A inibição da ligação do anticorpo pela 

albumina humana e pela albumina bovina foi muito baixa, quando comparada com suas 

formas nitradas (tabela 4). A especificidade da reatividade deste anticorpo para resíduos 

de nitrotirosina presentes nas albuminas foi confirmada por redução com ditionito de 

sódio (reduz nitrotirosina à aminotirosina) das proteínas pré-tratadas com peroxinitrito. 

Após a redução, a porcentagem de inibição do anticorpo pelas albuminas tratadas com 

peroxinitrito e posteriormente reduzidas foi similar às mesmas sem nenhum tipo de 

tratamento (tabela 5). 
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Tabela 4 - Especificidade do anticorpo anti-nitrotirosina representado em % de inibição 
da ligação do anticorpo com a albumina nitrada adsorvida na placa 

% inibição Concentração 
Albwnina bovina 6,62 ± 1,05 lµM 

o 0,125 µM 
Albwnina bovina (ONOO-) 98,61 ± 0,13 1 µM 

96,67 ± 1,26 0,125 µM 
Albwnina bovina (ONOO-) 7,69 ± 0,45 lµM 
(reduzida) o 0,125 µM 
cisteína 3,27 ± 0,44 lmM 

o 0,01 mM 
cisteína (ONOO-) 2,70 ± 0,50 lmM 

o 0,01 mM 
Albwnina humana 6,76 ± 3,77 1 µM 

4,99 ± 0,49 0,125 µM 
Albumina Humana (ONOO- 99,59 ± 0,07 1 µM 
) 98,93 ± 0,71 0,125 µM 
Albumina Humana (ONOO- 8,98 ± 0,63 1 µM 
) (reduzida) 1,59 ± 0,50 0,125 µM 
metionina 4,83 ± 1,52 lmM 

o 0,01 mM 
metionina (ONOO) 4,95 ± 3,22 lmM 

o 0,01 mM 
nitrato 8,41 ± 3,60 lrnM 

5,25 ± 3,96 0,01 mM 
nitrito 9,67 ± 4,30 lrnM 

6,86 ± 0,90 0,01 mM 
tirosina 3,77 ± 0,77 lmM 

o 0,01 mM 
nitrotirosina 79,95 ± 3,07 1 µM 

44,72 ± 0,70 125 nM 
triptofano o lmM 

o 0,01 mM 
triptofano (ONOO) o lmM 

o 0,01 mM 
Os resultados são a média ± desvio padrão de triplicatas; (ONOO-) , amostras tratadas 
com 1 mM de peroxinitrito; (reduzida), amostras tratadas com peroxinitrito e reduzidas 
com 1 mM de ditionito de sódio. 
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LDL 
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Figura 16 - Western Blotting. Lane 1 = Padrão de peso molecular; Lane 2 = Albwnina 
Bovina; Lane 3 = Albumina Bovina nitrada; Lane 4 = LDL; Lane 5 = LDL nitrada; 
Lane 6 = Plasma; Lane 7 = Plasma nitrado. Para a nitração utilizou-se 1 mM de 
peroxinitrito. A concentração de proteína utilizada foi 30 µg por lane. 

ELISA- ensaio direto 

Este ensaio funcionou perfeitamente para as proteínas que eram nitradas in 

vitro, porém quando começamos a testar o plasma e a LDL, sem nenhum tipo de 

oxidação e/ou nitração induzidas in vitro, não conseguíamos obter leituras nas amostras, 

devido à baixa concentração de nitrotirosina presente nas mesmas. Uma das possíveis 

soluções para este problema seria aumentar a concentração de proteína a ser fixada na 

placa; porém, a concentração máxima de proteína possível de ser adsorvida à placa foi 

de 0,20 µg de proteína/poço, o que não foi suficiente para um aumento importante da 

sensibilidade de detecção (figura 17). 



RESULTADOS 62 ------------------------
• 0,04 µg 

60000 • 0,06 µg 
CII D 0,08 µg 'C 40000 l'G 

D O, 10 µg 'C .iii 
e • 0,20 µg .! 20000 ,.,...., ,,; •, 

.E Ili 0,40 µg 

o • 0,60 µg 
1 D 0,80 µg 

por poço 

Figura 17 - Intensidade de luz após ensaio de ELISA direto com diferentes 
concentrações da mesma proteína (nitrada) fixada à placa. 

ELISA- ensaio competitivo 

O ensaio de ELISA competitivo foi sensível e específico para a 

detecção de concentrações basais de nitrotirosina no plasma e na LDL (tabela 5). 

O tratamento do plasma e da LDL com peroxinitrito resultou em um aumento da 

inibição da ligação do anticorpo à albumina nitrada adsorvida na placa, 

confirmando a especificidade do ensaio para nitrotirosina ligada às proteínas. A 

exatidão obtida para a determinação das concentrações de nitrotirosina em 

diluições seriadas, de padrão de albumina nitrada, foi de 98,4 %. Os coeficientes 

de regressão para as curvas padrão utilizadas para cada ensaio foram sempre 

maior que 0,98. O limite de detecção para este ensaio foi de aproximadamente 0.8 

equivalentes de nitro-ALB (nM). A precisão deste ensaio foi avaliada 

determinando-se a variação intra e inter ensaio por comparação dos valores 

obtidos para o padrão de nitro-ALB em uma placa individual e entre várias placas, 

respectivamente. A variação intra-ensaio foi determinada pelo cálculo da média 

das concentrações de nitrotirosina de três curvas de calibração ( cada curva com 

dez pontos) em cada placa. A precisão inter-ensaio foi calculada como a média 

das concentrações de nitrotirosina determinadas em cinco placas. As variações 

inter e intra-ensaio para as concentrações de nitrotirosina foram de 3,77 ± 1,33 

and 5,68 ± 2,91 %, respectivamente. 
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Tabela 5 - Porcentagem de inibição da ligação do anticorpo anti-nitrotirosina a 
albumina nitrada adsorvida na placa, pelo plasma, e LDL de indivíduos controles 
(LDLc) e (LDL11c) 

1~ 1/2 ¼ 1/6 1/8 

Plasma 76,4 ± 3,5 72,7 ± 12,7 64,6 ± 16,5 61,6±4,1 45,6 ± 19,6 
Plasma (ONOO") 94,6 ± 0,2 95,1 ± 1,2 82,6 ± 2,0 80,1 ± 0,8 78,8 ± 9,3 
LDLc 61,4 ± 0,9 43,2 ± 1,1 33,6 ± 3,0 17,1+2,5 
LDLc (ONOO-) 99,7 ± 0,4 99,6 ± 0,1 99,5 ± 0,1 99,0 ± 0,1 
LDLhc 54,6 ± 5,1 25,4 ± 8,2 10,9 ± 3,4 8,0 ± 5,9 

LDLhc (ONOO") 99,7 ± 0,4 99,8 ± 0,3 99,8 ± 0,1 99,3 ± 0,1 
Os resultados estão expressos com média± desvio padrão; (ONOO-) - amostras tratadas com l mM de 
peroxinitrito 

5.2 - Pacientes 

Na tabela 6 encontra-se a idade média, sexo e pressão sanguínea dos grupos 

de pacientes estudados. 

Tabela 6 - Idade média, sexo e pressão sanguínea dos pacientes dos grupos de 
hipertensos normocolesterolêmicos (H), nonnotensos hipercolesterolêmicos (HC) e 
normotensos normocolesterolêmicos (N). 

N (n = 11) H(n=ll) HC (n = 18) 

idade 48,4 ± 7,0 57,8 ± 9,7 55,8 ± 11,1 

sexo (M/F) 3/8 4/7 7/11 

pressão sangtúnea 
(mmHg) 

sistólica 119,4 ± 9,4 148,3 ± 24,8 121,3 ± 15,8 

diastólica 75 ± 8,0 90,8 ± 10,2 70,9 ± 7,4 
Os resultados expressam a média± desvio padrão. 

5.3 - Perfil lipídico, ceruloplasmina, fibrinogênio, PCR e plasminogênio 

Na tabela 7, encontram-se as médias e os desvios padrão das determinações 

de colesterol total, triacilgliceróis e de proteínas no plasma de todos os grupos 
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estudados. A figura 18 mostra as diferentes concentrações de colesterol contido nas 

lipoproteínas. 

TABELA 7 - Concentração de colesterol, triacilgliceróis e de proteína no plasma dos 
pacientes dos grupos de hipertensos normocolesterolêmicos (H), normotensos 
hipercolesterolêmicos (HC) e normotensos normocolesterolêmicos (N). 

Colesterol (mgldL) Triacilglicerol (mgldL) Proteína (mglmL) 

N 166,7 ± 23,6 89,0 ± 16,6 71,6 ± 2,9 

BC 314,46 ± 76,9 118,7 ± 60,4 61,6 ± 10,5 

H 178,4 ± 11,4 108,9 ± 29,6 77,7 ± 8,7 

Os resultados expressam a média ± desvio padrão. 
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Figura 18 - Concentração de colesterol na lipoproteína de muito baixa densidade 
(VLDL), baixa densidade (LDL) e alta densidade (HDL). N = normotensos 
normocolesterolêmicos; HC = normotensos hipercolesterolêmicos; H = hipertensos 
normocolesterolêmicos; * significativo em relação ao grupo N. 
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As concentrações das apolipoproteínas (AI, Ali, B e E), Lpa, fibrinogênio, 

plasminogênio, PCR e a razão apolipoproteína B/ AI estão demonstradas na tabela 8. 

Observamos um aumento significativo para a apolipoproteína B e para relação entre apo 

B e AI no plasma dos pacientes hipercolesterolêmicos, quando comparados ao grupo de 

normotensos normocolesterolêmicos. As concentrações plasmáticas de fibrinogênio, 

PCR e Lpa apresentaram uma tendência para aumento nos pacientes 

hipercolesterolêmicos, quando comparados aos normotensos normocolesterolêmicos. As 

concentrações plasmáticas de ceruloplasmina foram significantemente maiores no grupo 

hipercolesterolêmico 

normocolesterolêmicos. 

normotenso, comparados aos normotensos 

TABELA 8 - Concentração das apolipoproteínas {AI, AII, B e E), Lpa, ceruloplasmina, 
fibrinogênio plasminogênio e proteína C reativa (PCR) no plasma dos pacientes dos 
grupos de hipertensos normocolesterolêmicos (H), normotensos hipercolesterolêmicos 
(HC) e normotensos normocolesterolêmicos (N). 

N H HC 

Apo AI {mg/dL) 147,7 ± 22,3 137,7 ± 24,4 142,9 ± 26,3 

Apo AII {mg/dL) 29,0 ± 4,5 32,2 ± 5,4 32,2 ± 4,8 

Apo B (mg/dL) 84,8±15,1 96,6 ± 20,9 152,8 ± 34, 1 * 

Apo E (mg/dL) 4,20 ± 1,32 4,00 ± 1,10 4,64 ± 1,15 

Apo B/Apo AI 0,60 ± 0,17 0,72 ± 0,21 1,12 ± 0,39* 

Lpa {mg/dL) 22, 1 ± 13,5 17,6 ± 13,9 24,4 ± 22,9 

Fibrinogênio (mg/dL) 235,4 ± 43,0 230,7 ± 27,8 254,2 ± 45,9 

Plasminogênio (mg/dL) 13,6 ± 1,8 13,2 ± 1,4 12,2 ± 1,8 

Ceruloplasmina (g/L) 0,38 ± 0,13 0,40 ± 0,07 0,49 ± 0,13* 

PCR{mg/dL) 0,24 ± 0,16 0,23 ± O, 16 0,30 ± 0,28 

Os resultados expressam a média ± desvio padrão. • significativo em relação ao grupo 
normotensos normocolesterolêmicos (N). 
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5.4 - Antioxidantes 

A concentração plasmática de ascorbato foi menor nos grupos de 

hipertensos normocolesterolêmicos (H) e normotensos hipercolesterolêmicos (HC}, 

quando comparados ao grupo normotenso normocolesterolêmico (N) (figura 19-A}, 

assim como, a concentração plasmática de urato nos grupos de hipertensos 

normocolesterolêmicos (H) e nonnotensos hipercolesterolêmicos (HC}, quando 

comparados ao grupo nonnotenso nonnocolesterolêmico (N) (figura 19-B). Nos 3 

grupos de pacientes não houve diferença nas concentrações plasmáticas dos 

antioxidantes lipossolúveis, quando estas foram expressas em µM (figura 20 -A). 

Porém, quando estas concentrações foram expressas em mmol/mg de colesterol 

observou-se uma diminuição significativa para o a.-tocoferol nos pacientes nonnotensos 

hipercolesterolêmicos (HC}, para o licopeno nos pacientes hipertensos 

nonnocolesterolêmicos (H) e normotensos hipercolesterolêmicos (HC}, assim como, 

para o J3-caroteno nos pacientes hipertensos nonnocolesterolêmicos (H), quando 

comparados ao grupo nonnotenso nonnocolesterolêmico (N) (figura 20-B). 
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Figura 19 - Concentração plasmática de ascorbato (A) e de urato (B) nos pacientes dos 
grupos normotenso normocolesterolêmico (N), normotenso hipercolesterolêmico (HC) e 
hipertenso normocolesterolêmico (H). * significativo em relação ao grupo N. 
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Figura 20 - Concentrações plasmáticas dos antioxidantes lipossolúveis, expressos em 
µM (A) e corrigidos pelo conteúdo de colesterol plasmático (mmol/ mg de colesterol) 
(B), nos pacientes dos grupos normotenso normocolesterolêmico (N), normotenso 
hipercolesterolêmico (HC) e hipertenso normocolesterolêmico (H) • significativo em 
relação ao grupo N. 
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Observou-se uma diminuição significativa da concentração de a.-tocoferol 

nos pacientes dos grupos de hipertensos normocolesterolêmicos (H) e normotensos 

hipercolesterolêmicos (HC) (21 A) para todas as lipoproteínas, para o J3-caroteno na 

LDL e na HDL (21B) e para o licopeno somente na LDL (2lC), quando comparados ao 

grupo normotenso normocolesterolêmico (N). 

As concentrações plasmáticas de paraoxonase estão demonstradas na figura 

22. Podemos observar uma diminuição significativa desta nos pacientes 

hipercolesterolêmicos normotensos, quando comparados aos pacientes 

normolipidêmicos normotensos. 
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Figura 21 - Conteúdo de a-tocoferol (A), P-caroteno (B) e licopeno (C) na VLDL, LDL 
e HDL corrigidos pelo conteúdo de colesterol de cada partícula (mmol/ mg de 
colesterol) nos pacientes dos grupos normotenso normocolesterolêmico (N), 
normotenso hipercolesterolêmico (HC) e hipertenso normocolesterolêmico (H). * 
significativo em relação ao grupo N. 
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Figura 22 - Concentração plasmática de paraoxonase nos pacientes dos grupos 
normotenso normocolesterolêmico (N), normotenso hipercolesterolêmico (HC) e 
hipertenso normocolesterolêmico (H) * significativo em relação ao grupo N. 

5.5- Hidroxi/hidroperóxidos lipídicos, lag time, óxidos de colesterol e isoprostanos 

As concentrações plasmáticas dos hidroxi/hidroperóxidos de ésteres de 

colesterol (CE-OOH) e de triacilglicerol (TL-OOH) foram elevadas nos pacientes HC e 

H quando comparados com o grupo N. Para os hidroxi/hidroperóxidos de fosfolípides 

(PL-OOH) esta diferença não foi observada (figura 23). 

Em relação a oxidabilidade da fração pesada da LDL, obteve-se uma 

diminuição significativa nos valores de lag time e peak time nos pacientes HC e H, 

quando comparados com o grupo N (figura 24). Os valores de log rate e de lag rate não 

apresentaram diferenças entre os grupos estudados. 

As concentrações de isoprostanos no plasma dos grupos estudados estão 

demonstrados na figura 25. Não se observou nenhuma diferença significativa entre os 

grupos. 
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Figura 23 - Concentrações plasmáticas dos bidroxi/hidroperóxidos de éster de colesterol 
(CE-OOH), de triacilglicerol (TL-OOH) e de fosfolipídeos (PL-OOH) nos pacientes dos 
grupos normotenso normocolesterolêmicos(N), normotenso hipercolesterolêmico (HC), 
hipertenso normocolesterolêmicos (H). * significativo em relação ao grupo N. 
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Figura 24 - Oxidabilidade da LDL pesada, expressa como lag time e peak time, nos 
pacientes dos grupos normotenso normocolesterolêmico (N), normotenso 
hipercolesterolêmico (HC) e hipertenso normocolesterolêmico (H). * significativo em 
relação ao grupo N. 
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Figura 25 - Concentração plasmática de isoprostanos nos pacientes dos grupos 
normotenso normocolesterolêmico (N), normotenso hipercolesterolêmico (HC) e 
hipertenso normocolesterolêmico (H). 

Observamos um aumento significativo na concentração de 7f3-

hidroxicolesterol, colesteril-a.-epóxido e colestan-3f3, 5a.,6f3-triol no plasma dos 

pacientes hipercolesterolêmicos, quando comparados aos indivíduos normolipidêmicos 

(Figura 26 A e B). Na LDL, a concentração de colesteril-a.-epóxido e colestan-3f3, 

5a.,6f3-triol foi significantemente maior nos dois grupos de pacientes, quando 

comparados ao grupo normotenso e normocolesterolêmico. A concentração do 

colesteril-f3-epóxido foi significantemente maior no grupo hipercolesterolêmico, quando 

comparado ao grupo normotenso e normocolesterolêmico, tanto na HDL como na LDL 

(figura 27 A e B). O grafico 28 mostra a concentração total de óxidos de colesterol na 

LDL e na HDL dos diferentes grupos estudados. Podemos observar que a concentração 

de óxidos de colesterol é maior no grupo hipercolesterolemico, tanto na LDL quanto na 

HDL 
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Figura 26 - Concentração plasmática dos óxidos de colesterol representados em ng/uL 
(A) e em µM (B) dos pacientes dos grupos hipercolesterolêmicos (HC), hipertensos (H) 
e nonnotensos nonnocolesterolêmicos (N). 1- 7a-hidroxicolesterol; 2 - 713-
hidroxicolesterol; 3 - Colesteril-!3-epóxido; 4 - Colesteril-a-epóxido; 5 - Colestan-313, 
5a, 6!3-triol e; 6 - 7-cetocolesterol. * - significativo em relação ao grupo 
normocolesterolêmico nonnotenso. 
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Figura 27 - Concéntração dos óxidos de colesterol na LDL {A) e na HDL (B) dos 
pacientes dos grupos hipercolesterolêmico (HC), hipertenso (H) e normotenso 
normocolesterolêmico {N). 1- 7a-hidroxicolesterol; 2 - 7í3-hidroxicolesterol; 3 -
Colesteril-í3-epóxido; 4 - Colesteril-a-epóxido; 5 - Colestan-3í3, 5a, 6í3-triol e; 6 - 7-
cetocolesterol. * - significativo em relação ao grupo normocolesterolêmico normotenso. 
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Figura 28 - Concentração dos óxidos de colesterol totais presentes na LDL na HDL dos 
pacientes dos grupos hipercolesterolêmico (HC), hipertenso (H) e normotenso 
normocolesterolêmico (N). 

5.6 - Relaxamento dependente do endotélio e endotelina 

A figura 29 mostra a espessura medial intimai da artéria carótida comum 

( direita e esquerda) e da artéria braquial. Não foi observada nenhuma diferença 

significativa entre os grupos, porém, houve uma tendência para espessuras maiores da 

artéria carótida comum nos pacientes hipertenso normocolesterolêmicos (H). 
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Figura 29 - Espessura do complexo medial-intimai das artérias carótidas comum direita 
e esquerda (representados conjuntamente) e da artéria braquial nos pacientes dos grupos 
normotenso normocolesterolêmico (N), normotenso hipercolesterolêmicos (HC) e 
hipertensos normocolesterolêmico (H). 

A porcentagem de aumento do diâmetro da artéria braquial, após hiperemia 

reativa (determinações realizadas dez e noventa segundos após descompressão), foi 

menor nos grupos de hipertensos normocolesterolêmicos (H) e normotensos 

hipercolesterolêmicos (HC), quando comparados ao grupo normotenso 

normocolesterolêmico (N) (figura 30 A). A diminuição da porcentagem de aumento do 

diâmetro da artéria braquial foi observada, tanto em dez segundos como em noventa 

segundos após a descompressão. Aos noventa segundos após a descompressão, os 

valores de porcentagem de aumento foram maiores para todos os grupos, o que seria 

esperado, uma vez que o relaxamento máximo dependente do endotélio após a 

hiperemia é observado neste tempo. 

Um aumento do fluxo sanguíneo, determinado após dez segundos de 

descompressão, foi observado para todos os grupos quando este foi expresso em termos 

absolutos. Este aumento do fluxo foi significativamente menor nos grupos de 

hipertensos normocolesterolêmicos (H) e normotensos hipercolesterolêmicos (HC), 

quando comparados ao grupo normotenso normocolesterolêmico (N) (figura 30B). 

Porém, quando representamos estes valores em porcentagem de aumento do fluxo após 
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a hiperemia reativa, não observamos nenhuma diferença significativa entre os grupos 

(201,3 ± 80,9 %, 237,09 ± 200,0 %, e 150,0 ± 41,3 %, respectivamente). 

Placas ateroscleróticas no bulbo das artérias carótida comum direita ou 

esquerda foram encontradas somente no grupo normotenso hipercolesterolêmico (22,22 

% - 4 pacientes). A figura 31 mostra uma placa aterosclerótica no bulbo da artéria 

carótida comum, observada por ultrassonografia. 
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Figura 30 - Porcentagem de aumento do diâmetro da artéria braquial após hiperemia 
reativa, determinado dez e noventa segundos após descompressão (A) e variação do 
fluxo sanguínea na artéria braquial após hiperemia reativa. N = nonnotenso 
normocolesterolêmico; HC = normotenso hipercolesterolêmico; H = hipertenso 
normocolesterolêmico; * significativo em relação ao grupo N. 
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Figura 31 - Placa de aterosclerose visualizada por ultrassonografia no bulbo da artéria 
carótida comum direita 

As concentrações plasmáticas de endotelina foram significantemente 

maiores nos pacientes hipertensos normocolesterolêmicos (H) e normotensos 

hiperlipidêmicos (HC), quando comparados com o grupo normotenso normolipidêmico 

(N) (figura 32). As concentrações de endotelina plasmática foram 21 % e 25% mais 

elevadas nos grupos H e HC, quando comparados com N. 
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Figura 32 - Concentração plasmática de endotelina nos pacientes dos grupos 
normotenso normocolesterolêmico (N), normotenso hipercolesterolêmico (HC) e 
hipertenso normocolesterolêmico (H). * significativo em relação ao grupo N. 
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S. 7 - Nitrato, Nitrito, nitrotirosina e S-nitrosotióis 

As concentrações plasmáticas de nitrato nos grupos N, HC e H estão demonstradas na 
figura 33. 
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Figura 33 - As concentrações plasmáticas de nitrato nos pacientes dos grupos 
normotenso normocolesterolêmico (N), normotenso hipercolesterolêmico (HC) e 
hipertenso normocolesterolêmico (H). * significativo em relação ao grupo N. 

As concentrações plasmáticas de nitrotirosina foram determinadas pelo 

ensaio ELISA competitivo descrito anteriormente (Tabela 9). 

TABELA 9 - Concentração plasmática de nitrotirosina dos pacientes dos grupos de 
hipertensos normocolesterolêmicos (H), normotensos hipercolesterolêmicos (HC) e 
normotensos normocolesterolêmicos (N) 

(equivalentes de nitro ALB (nM) 

N 40,2 ± 2.0 

HC 40.9 ± 2,6 

H 44,4 ± 2,2 

Os resultados expressam a média± desvio padrão. 

t!VBt lO T ECA 
f ::i culd?. l1(! U,l c :;•.,ci:i s F:'.rr:;ac::iuticas 
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Observamos um aumento significativo na concentração de nitrotirosina na 

LDL dos pacientes hipercolesterolêmicos quando comparados aos pacientes controles 

(Figura 34 ). 
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Figura 34 - Concentração de nitrotirosina na LDL (equivalentes de nitro ALB (nM)) dos 
pacientes dos grupos hipercolesterolêmicos (HC), hipertensos (H) e normotensos 
normocolesterolêmicos (N) determinados. • significativo em relação ao grupo controle 

As análises de westem blotting confirmaram a nitração das proteínas do plasma. 

A figura 35 mostra um exemplo de um imunoblot obtido com uma das amostras de 

plasma e do padrão (nitroBSA), utilizando-se o anticorpo policlonal anti-nitrotirosina A 

maior banda de proteína que podemos observar tem como massa molecular 68 kDa, a 

mesma da albumina. Duas bandas menores podem ser visualizadas, uma com massa 

molecular na região de massa > 94 kDa e outra em 34 kDa. Porém, só foi possível 

obter-se os valores de densidade óptica realizada só para o pico correspondente á massa 

molecular de 68 kDa, como demonstrado na figura 36. 

Não houve diferenças significativas entre a concentração de nitrotirosina 

presente na albumina do plasma, entre os grupos estudados (figura 37). 
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Figura 35 - Proteínas nitradas no plasma de pacientes normotensos e hipertensos 
visualizadas por westem blotting. As proteínas nitradas presentes no plasma foram 
detectadas em amostras de pacientes normotensos e hipertensos por westem blotting 
com anticorpo policlonal anti-nitrotirosina, como descrito na metodologia. (a) padrão de 
peso molecular; (b) nitro-BSA, 1 µg; ( c, d e e) plasma de pacientes normotensos, 80 µg; 
e (f, g and h) plasma de pacientes hipertensos, 80 µg. Nitro-BSA contém 61,2 µmol/L. 
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Figura 36 - Densitometria de uma amostra de plasma de paciente hipertenso (fane f da 
figura X). O pico de absorção corresponde à banda mais intensamente corada do 
imunoblotting. O eixo y corresponde à extensão da lane f analisada e o eixo x, a 
densidade da banda. As concentrações são determinadas pela área do pico. Neste caso a 
área foi igual a 8,594 unidades arbitrárias. 
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Figura 3 7 - Concentração de nitrotirosina na albumina ( equivalentes de nitro ALB, nM) 
dos pacientes dos grupos hipercolesterolêmico (HC), hipertenso (H) e nonnotenso 
normocolesterolêrnico (N). 

As concentrações de nitrito e de nitrosotióis estão demonstradas na figura 

38. As concentrações de nitrosotióis foram maiores nos pacientes hipercolesterolêmicos 

normotensos, quando comparados com os pacientes normocolesterolêmicos 

normotensos. Não foram observadas diferenças significativas entre as concentrações 

plasmáticas de nitrito entre os grupos. As concentrações de nitrito do hemolisado não 

apresentaram diferenças significativas entre os grupos (figura 39). 



RESULTADOS 85 ------------------------
1,6 - N - HC -H 
1,2 

~ ::!. 0,8 

0,4 

0,0 

nitrito S-nitrosotióis 

Figura 38 - Concentração plasmática de nitrito e S-nitrosotióis nos pacientes dos grupos 
normotenso normocolesterolêmico (N), normotenso hipercolesterolêmico (HC) e 
hipertenso normocolesterolêmico (H). * significativo em relação ao grupo N. 
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Figura 39 - Concentração de nitrito no hemolisado dos eritrócitos no pacientes dos 
grupos normotenso normocolesterolêmico (N), normotenso hipercolesterolêmico (HC) e 
hipertenso normocolesterolêmico (H). 
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5.8 - Correlações 

As tabelas de 1 O a 16 mostram as correlações observadas entre as variáveis 

analisadas 

TABELA 1 O - Correlações 

Colesterol total (mg/dL) 

LDL colesterol (mg/dL) 

apoproteína B (mg/dL) 

apoproteína B/ AI 

Lpa (mg/dL) 

nitrato (µM) 

TABELA 11- Correlações 

LAGTIME 

Colesterol (mg/dL) 

LDL colesterol (mg/dL) 

apo B (mg/dL) 

paraoxonase (mg/dL) 

% RDE 15 seg. 

90 seg. 

Licopeno (nmol/mg de colesterol) 

nitrato (µM) 

CE-OOH(µM) 

CE-OOH(µM) 

r = 0,51, p = 0,0005 

r = 0,51, p < 0,0007 

r = 0,37, p = 0,0152 

X 

r = 0.59, p <0,0001 

r = 0,53, p = 0,0002 

TL-OOH(µM) 

r = 0,49, p = 0,0015 

r = 0,46, p = 0,0026 

r = 0,41, p = 0,0086 

r = 0,31, p = 0,0464 

X 

r = 0,39, p = 0,0117 

cx.-tocoferol Licopeno 

(nmol/mg de colesterol) (nmol/mg de colesterol) 

r = 0,42, p = 0,0050 

r = -0,59, p < 0,0001 

r = -0,58, p < 0,0001 

r = -0,55, p = 0,0001 

r = 0,67, p = 0,0004 

r = 0,32, p = 0,0363 

r = 0,37, p = 0,0190 

r = 0,53, p = 0,0002 

r = -0,45, p = 0,0026 

r = -0,43, p = 0,0044 

r = 0,41, p = 0,0066 

X 

X 

X 

r = 0,41, p = 0,0480 

X 

X 

X 

ROE = relaxamento dependente do endotélio expresso em valores absolutos de fluxo 
sanguíneo; PL-OOH = hidroxi/hidroperóxido de fosfolípides. 



RESULTADOS 87 
iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiliiiiiiiiiiililiiiiiiiiiiiiiiliiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiliiiliiiiiiiii-iiiiiiiiiiiiiiillliiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii& 

TABELA 12 - Correlações 

Colesterol total LDL colesterol HDL colesterol 
(mg/dL) (mg/dL) (mgldL) 

LDL colesterol r = 0,99, p < 0,0001 X r = -0,38, p = 0,0011 
(mg/dL) 

HDL colesterol r = -0,32, p = 0,0333 r = -0,38, p = 0,0011 X 

(mg/dL) 

apoproteína AI X X r = 0,48, p = 0,0011 
(mg/dL) 

apoproteína AII X X r = 0,70, p < 0,0001 
(mg/dL) 

apoproteína B r = 0,82, p < 0,0001 r = 0,80, p < 0,0001 r = -0,43, p = 0,0037 
(mg/dL) 

apoproteína E r = 0,49, p = 0,0011 r = 0,48, p = 0,0016 r = -0,43, p = 0,0047 
(mg/dL) 

apoproteína B/ AI r = 0,71, e< 0,0001 r = 0,70, e< 0,0001 r = -0,51, e= 0,0005 
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TABELA 13 - Correlações 

Fibrinogênio (mg/dL) Nitrato (µM) % aumento do 
diâmetro 

Colesterol total r = 0,43, p = 0,0046 r = 0,62, p < 0,0001 r = -0,40, p = 0,0090ª 
(mg/dL) 

LDL colesterol 
(mg/dL) 

apo B (mg/dL) 

apo BIAI 

apo E (mg/dL) 

Lpa (mg/dL) 

nitrato (µM) 

Lag time 
(minutos) 

r = 0,47, p = 0,0019 

r = 0,51, p = 0,0006 

r = 0,48, p = 0,0013 

r = 0,55, p = 0,0002 

X 

r = 0,40, p = 0,0087 

X 

r = 0,62, p < 0,0001 r = -0,43, p = 0,0057ª 

r = 0,60, p < 0,0001 r = -0,30, p = 0,0500ª 

r = 0,50, p = 0,0042 X 

X X 

r = 0,31, p = 0,0429 X 

X X 

X b r = 0,42, p = 0,0077 

ª = % aumento do diâmetro da artéria braquial em resposta a hiperemia reativa quinze 
segundos após descompressão e b = % aumento do diâmetro da artéria braquial em 
resposta a hiperemia reativa noventa segundos após descompressão. 



RESULTADOS 

TABELA 14 - Correlações 

Colesterol total 
(mg/dL) 

LDL colesterol. 
(mg/dL) 

Apo B (mg/dL) 

Apo E (mg/dL) 

TABELA 15 - Correlações 

Colesterol total r 
(mg/dL) p 

LDL colesterol r 
(mg/dL) p 

Apo B (mg/dL) r 
p 

CE-OOH(µM) r 
p 

Nitrato (µM) r 

E 

S-nitrosotiol 
(µM) 

r = 0.54, 
p <0.0050 
r = 0.47, 

p <0.0100 
r = 0.52, 

p <0.0050 
X 

Nitrotirosina-LDL 

Ceruloplasmina 
(g/L) 

X 

X 

r=0.41, 
p<0.0500 
r = 0.464, 
p<0.0500 

nitroBSA equivalentes (nM) 
0,49 

0,0311 
0,52 

0,0212 
0,57 

0,0111 
0,57 

0,0115 
0,55 

0,0141 

89 
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TABELA 16 - Correlações 

7a.- Colesteril- Óxidos de 
hidroxicoleste a.-epóxido colesterol na 

rol (µM) (µM) LDL 

(ng de óxido/ng 
de col.) 

7í}-hidroxicolesterol (µM) r 0,51 

p 0,0070 

Colesteril-a.-epóxido (µM) r 0,70 

p 0,0001 

Colestan-3 P, 5a.,6í}-triol (µM) r 0,53 

p 0,0121 

7-cetocolesterol (µM) r 0,56 

p 0,0061 

Nitrato (µM) r 0,48 

p 0,0178 

CE-OOH r 0,43 0,53 

(µM) p 0,0390 0,0030 

Colesterol (mg/dL) r 0,42 0,58 

p 0,0271 0,0030 

LDL colesterol (mg/dL) r 0,39 0,60 

p 0,0462 0,0020 

Lpa (mg/dL) r 0,52 

p 0,0041 

a.-tocoferol (nmol/mg de colesterol) r -0,39 -0,40 

p 0,0441 0,0492 

Col. = colesterol. 



6. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
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6.1 - Discussão 

A hipertensão e a hipercolesterolemia são fatores de risco importantes para a 

aterosclerose, que ainda é a principal causa de morte nos países industrializados. Apesar 

de estar bem estabelecido que a alta concentração de colesterol total e da LDL é um dos 

principais fatores de risco relacionados ao desenvolvimento da aterosclerose, os 

mecanismos relacionados ao desenvolvimento e à progressão da aterosclerose não estão 

totalmente esclarecidos. Nos últimos anos, várias evidências experimentais têm 

mostrado que a modificação oxidativa da LDL e de outras lipoproteínas é uma etapa 

crucial na patogênese da aterosclerose (Esterbauer e cols., 1992, Witzum e Steinberg, 

1991, Berliner e cols., 1995 e Lynch e Frei, 1994). Dessa forma, é de extrema 

importância avaliar-se não apenas o perfil lipídico dos indivíduos, mas também 

determinar a oxidação das lipoproteínas, as concentrações dos antioxidantes e as 

possíveis alterações da função endotelial, o que pode contribuir para uma avaliação 

mais completa do risco para o desenvolvimento e progressão da aterosclerose, 

utilizando-se materiais biológicos de fácil obtenção, como o plasma, e métodos não 

invasivos na avaliação da função endotelial. 

Neste trabalho, além do lipidograma normalmente avaliado como marcador 

de alterações no metabolismo dos lipídeos, foram determinadas as concentrações das 

apolipoproteínas e Lpa para uma melhor caracterização das lipoproteínas no plasma dos 

pacientes. Como seria esperado, houve um aumento de colesterol total, LDL colesterol e 

apo B nos pacientes hipercolesterolêmicos. 

Alguns marcadores de inflamação, como por exemplo, proteína C-reactiva 

(PCR). e fibrinogênio foram também determinados, uma vez que alguns trabalhos 

sugerem que o processo inflamatório presente nas artérias pode estar intimamente 

envolvido no desenvolvimento da aterosclerose (revisado por Van Lente, 2000). Neste 

trabalho, não observamos nenhuma diferença significativa nas concentrações de PCR, 

porém observou-se uma tendência para valores mais elevados nos pacientes 

hipercolesterolêmicos. Este dado está de acordo com a literatura, visto que alguns 

trabalhos demonstram que as concentrações de PCR encontram-se na faixa superior do 

intervalo de referência nas doenças cardiovasculares (revisado por Van Lente, 2000). 

Estudos epidemiológicos e clínicos têm indicado uma relação entre a concentração 

plasmática de fibrinogênio e eventos cardiovasculares (Meade e cols., 1980, 
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Wilhelmensen e cols., 1984, Yamell e cols., 1991). Nosso trabalho mostrou uma 

correlação positiva e significativa da concentração de fibrinogênio com a de colesterol 

total, LDL colesterol, apo B, apo E e com a relação apo B/ A 1. Isso reforça a idéia de 

que o fibrinogênio tem um papel importante como um marcador de processos 

inflamatórios crônicos, incluindo a aterosclerose (Ernst, 1993). 

No processo da peroxidação lipídica forma-se uma grande variedade de 

produtos (figura 40). Neste trabalho, foram determinadas as concentrações plasmáticas 

de hidroxi/hidroperóxidos lipídicos e de isoprostanos, assim como a oxidabilidade da 

LDL, determinada através do monitoramento da cinética de oxidação da LDL induzida 

com cobre, in vitro, medindo-se a formação de dienos conjugados 

Espectrometria 
noUV 

Ensaio de FOX, 
quirnioluminescência, 
ensaio iodométrico 

Ácidos graxos poliinsaturados + ( Radical livre 
dienos conjugados 

+' 02 
hidroperóxido lipídico 

' " Radicais a1coxi1a Radicais Peroxila 
CG +- Alcanos ~ 

,- f3-clivagem 

TBARS +- Aldeídos -. CGMS 
Adutos de ex. MOA, imunoensaio 

HNE/MDA 
CGMS-t, 
HPLC 

Ácidos graxos -. CGM 
mono/ dihidroxilados 

Outros produtos 

Figura 40 - Produtos de peroxidação lipídica, os quais tem sido determinados in vivo e 
in vitro (Moore e Roberts, 1998) 

O aumento das concentrações dos hidroxi/hidroperóxidos lipídicos, 

observado neste trabalho, sugere que a maior oxidação das lipoproteinas, in wvo, 
poderia ser devido ao aumento da produção de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio, trus como o radical superóxido (Minor e cols., ~ 990) ,e o óxido 'nítrico 

(Ohara e cols., 1993), nas artérias dos pacientes hipertensos ou hipercolesterolêrnicos. 

Esses dois radícajs livres podem reagir entre si. resultando na formaçà0 ,de lJ)Cfoxinitrito 
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e outros oxidantes mais reativos derivados do mesmo (White e cols., 1994). De fato, 

tem sido relatado que neutrófilos e monócitos de pacientes hipercolesterolêmicos e 

hipertrigliceridêmicos apresentam uma maior produção de radical superóxido quando 

estimulados (Keaney e cols., 1994, Hiramatsu e Arimori, 1988 e Abdalla e cols., 1994). 

Obtivemos uma maior concentração plasmática de hidroxi/hidroperóxidos derivados dos 

ésteres de colesterol e dos fosfolipídeos. Esses resultados estão de acordo com a 

literatura, uma vez que os ésteres de colesterol no core e os fosfolipídeos na superficie 

das lipoproteínas seriam os lipídeos maís susceptíveis à oxidação, pelo fato de conterem 

maior teor de ácidos graxos poliinsaturados (Noguchi e cols., 1998). Um aumento na 

produção de ânion radical superóxido também tem sido sugerido na hipertensão (White 

e cols., 1994). Srinivas e cols. (2000) demonstraram o aumento de peróxidos lipídicos 

na hipertensão primária, o que seria relevante no processo aterosclerótico, 

considerando-se que os hidroperóxidos lipídicos têm um papel central na citotoxicidade 

das lipoproteínas oxidadas. Estes compostos decompõem-se a aldeídos citotóxicos, os 

quaís podem, per se, modificar resíduos de aminoácidos das apoproteínas presentes na 

superfície das lipoproteínas (Staller e cols., 1995), facilitando a intemalização destas 

lipoproteínas modificadas oxidativamente pelos macrófagos, o que resulta na formação 

das células espumosas e estrias gordurosas. As correlações positivas encontradas para as 

concentrações plasmáticas de colesterol, LDL colesterol, apo B e Lpa com as de CE

OOH e TL-OOH demonstram a relação direta entre a oxidação das lipoproteínas e o 

conteúdo de colesterol plasmático. 

Atualmente, ainda é bastante discutido o papel das lipoproteínas oxidadas, 

presentes no compartimento plasmático, em relação ao desenvolvimento da placa 

aterosclerótica. Não podemos afirmar que a oxidação das lipoproteínas ocorreu no 

plasma, uma vez que existe a possibilidade das lipoproteínas oxidadas na parede arterial 

retomarem para a circulação sanguínea através da camada endotelial, conforme foi 

sugerido por Hodis e cols. (1994). Contudo, apesar da indiscutível presença de 

lipoproteínas oxidadas no plasma, a contribuição desta fração de lipoproteínas oxidadas 

para a progressão da lesão aínda não está claramente estabelecida. 

Outros produtos de peroxidação lipídica são os isoprostanos. Os 

isoprostanos são compostos semelhantes às prostagrandinas, os quaís são produzidos, 

independentemente da enzima cicloooxigenase, pela peroxidação do ácido 

araquidônico, mediada por radicaís livres. Pelo fato de aproximadamente 10% dos 

ácidos graxos insaturados da LDL serem representados pelo ácido araquidônico 
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(Esterbauer e cols., 1990), os isoprostanos poderiam ser bons indicadores do processo 

de lipoperoxidação dessa partícula. Os isoprostanos são formados em modelos animais 

de estresse oxidativo e em certas patologias humanas (revisado por Moore e cols., 1995, 

Reilly e cols., 1997, Delanty e cols., 1996, Reilly e cols., 1996 e Delanty e cols., 1997). 

Outro importante aspecto da descoberta dos isoprostanos é que dois estereoisômeros 

formados (8-iso-PGE2 e 8-iso-PGE2a) (Taber e cols., 1997) têm potente ação 

vasoconstritora, provavelmente, atuando via um receptor específico diferente dos 

receptores de tromboxano (revisado por Moore e cols., 1995). Essa ação vasoconstritora 

dos isoprostanos poderia contribuir na patobiologia vascular associada com a 

aterosclerose. A formação de isoprostanos pode ter várias conseqüências relevantes na 

aterosclerose, pelo fato de os mesmos promoverem aumento da agregação plaquetária, 

modularem a resposta vascular a mediadores vasoativos endógenos e contribuírem para 

a disfunção endotelial que ocorre na aterosclerose (Moore e cols., 1995). 

Outro parâmetro que pode ser avaliado, em relação à peroxidação lipídica, é 

a susceptibilidade da LDL à oxidação in vitro. O aumento da absorbância em 234 nm é 

um método fácil para monitorar o processo de oxidação pela formação de dienos 

conjugados. A mudança da absorbância ocorre devido ao rearranjo existente das duplas 

ligações dos ácidos graxos insaturados, a partir de um dieno não conjugado formando 

um dieno conjugado. A cinética da oxidação da LDL pode ser dividida em três fases, 

como representado na figura 10. Observamos neste trabalho, a diminuição do tempo de 

iniciação da oxidação (lag time) da fração pesada da LDL, na hipertensão e na 

hipercolesterolemia, indicando uma menor resistência da LDL pesada à oxidação. 

Como descrito anteriormente, a cinética de oxidação da LDL i11 vitro é 

realizada utilizando-se íons cobre (II) como agente oxidante. Quantidades catalíticas de 

íons cobre (II) oxidam a LDL. Os mecanismos pelos quais o cobre inicia a oxidação da 

LDL são ainda incertos. Uma explicação proposta é que peróxidos preexistentes reagem 

com cobre e geram radical peroxila, o qual inicia a peroxidação da LDL. Contudo, 

muitos pesquisadores têm demonstrado que, após a separação cuidadosa da LDL, não 

existiu evidência de peróxidos associados a esta. Tem-se sugerido a existência de dois 

sítios de ligação do cobre com a LDL: o primeiro ligado à apoproteína B 100 da LDL e o 

segundo na vizinhança da fase lipídica (revisado por Parthasarathy e cols., 1998 e por 

Cadenas e Sies, 1998). 



DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 95 
iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii--iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii--iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiliiiiiil--iiliiiiiiiiiiiiiiiiia 

A velocidade da iniciação do processo de peroxidação dos lipídeos da LDL 

(indicado pelo lag time) depende da quantidade de antioxidantes, peróxidos lipídicos, 

ácidos graxos mono/poliinsaturados e colesterol não esterificado presentes na partícula 

de LDL, assim como da estrutura da apo B na superficie da mesma (revisado por 

Parthasarathy e cols., 1998). Foi estimado que as reações dependentes da vitamina E 

contribuem para, aproximadamente, 20-30% na resistência da LDL à oxidação (Kontush 

e cols., 1996). De fato, correlações positivas foram observadas entre a concentração 

plasmática de a-tocoferol e licopeno e o tempo de iniciação do processo de oxidação da 

LDL (lag time). Em resumo, concentrações menores de antioxidantes lipossolúveis 

facilitam a oxidação da LDL, contribuindo, potencialmente, para um maior risco para o 

desenvolvimento ou progressão da aterosclerose nestes pacientes. 

Além dos produtos derivados da peroxidação lipídica, podemos determinar 

a concentração de óxidos de colesterol como um outro parâmetro de peroxidação 

lipídica. O envolvimento dos óxidos de colesterol no desenvolvimento/progressão da 

aterosclerose, em humanos, ainda não está esclarecido. Muitos estudos têm examinado a 

relação entre a concentração plasmática dos óxidos de colesterol e os fatores de risco 

para doenças coronarianas. As concentrações plasmáticas do 27-hidroxicolesterol 

correlacionaram-se positivamente com as concentrações do colesterol (Harik e Holmes, 

1990). No nosso trabalho, observamos aumento das concentrações plasmáticas do 

colestan-3J3, 5a, 6J3-triol, colesteril-a-epóxido e 7a-hidroxicolesterol, assim como 

correlações positivas dos óxidos 7a-hidroxicolesterol e colesteril-a-epóxido 

plasmáticos com o colesterol plasmático total e o LDL-colesterol. Em relação às 

lipoproteínas, as concentrações do colestan-3J3, Sa, 6J3-triol, colesteril-a-epóxido e 

colesteril-J3-epóxido estavam aumentadas na LDL e de colesteril-J3-epóxido na HDL dos 

pacientes hipercolesterolêrnicos. A correlação obtida entre a concentração plasmática de 

colesteril-a-epóxido, assim como do total dos óxidos de colesterol na LDL, com os 

hidroxi/hidroperóxidos de éster de colesterol reforça a relação da oxidação da molécula 

de colesterol com a peroxidação dos ácidos graxos insaturados que o esterificam. 

Murakami e cols. (2000), sugerem que a determinação dos óxidos de colesterol poderia 

ser um marcador de lipoproteínas oxidadas na hiperlipidernia, uma vez que os mesmos 

encontraram um aumento dos óxidos de colesterol na hiperlipidemia. Outro importante 

resultado obtido em nosso trabalho foi o aumento da concentração do colestan-3 J3, Sa, 

6J3-triol, já que tem sido sugerido que este óxido tem um importante papel pró-
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aterogênico (revisado por Brown e Jessup, 1999). Existem fortes evidências de que o 

colesterol não oxidado não é citotóxico e aterogênico, enquanto que os seus óxidos 

seriam altamente citotóxicos e aterogênicos em diversos modelos celulares estudados 

(Sevanian e cols., 1995). Portanto, observamos que na hipercolesterolemia existe um 

aumento das concentrações de óxidos de colesterol. Estes óxidos, além de atuarem 

como marcadores da oxidação das lipoproteinas na hipercolesterolernia, poderiam ser 

potenciais indicadores do desenvolvimento e progressão da aterosclerose, uma vez que 

pequenas quantidades de óxidos de colesterol apresentam efeitos tóxicos para diversos 

tipos de células, como citado anteriormente. 

O sistema cardiovascular é regulado por mecanismos centrais, hormônios e 

por mediadores vasculares locais. Em resposta a sinais mecânicos e humorais, as células 

endoteliais liberam mediadores que modulam a contração e a proliferação das células 

musculares lisas vasculares, a adesão e agregação plaquetária, a coagulação e a adesão 

de monócitos ao endotélio. O óxido nítrico, a prostaciclina e o fator hiperpolarizante 

derivado do endotélio modulam o vasorrelaxamento. O ~O também inibe a 

proliferação e migração das células musculares e, juntamente com a prostaciclina, a 

adesão e agregação plaquetária. A endotelina-1, o tromboxano A2 e a prostaglandina H2 

são fatores de contração vascular derivados do endotélio. Sob condições fisiológicas, o 

endotélio exerce um efeito protetor nos vasos, como por exemplo, prevenindo a adesão 

de células sanguíneas, dilatando a vasculatura e inibindo a proliferação das células 

musculares lisas. Em determinadas doenças, a disfunção endotelial promove a 

vasoconstrição, a adesão de plaquetas e monócitos e a proliferação das células 

musculares lisas vasculares, eventos que contribuem para o desenvolvimento da 

aterosclerose. (Revisado por Luscher e Noll, 1995). 

Muitos trabalhos demonstram a existência de uma disfunção endotelial na 

hipertensão e na hipercolesterolernia (Zhang e cols., 2000, Cai e Harrison, 2000, Paddu 

e cols., 2000, Panza e col., 1995, Luscher e Noll, 1995, Panza e cols., 1990, Lyons, 

1997 e Charo e cols., 1998). A disfunção endotelial na hipertensão pode estar 

relacionada ao aumento da resistência periférica vascular e às complicações vasculares. 

O mecanismo da disfunção endotelial difere nos diversos modelos de hipertensão. Na 

hipertensão espontânea em ratos, a atividade da NOS está aumentada, porém 

ineficientemente, provavelmente devido a um aumento da inativação do óxido nítrico. 

Na hipertensão induzida por sal, em ratos, parece ocorrer uma redução da produção de 

~O (Luscher e Noll, 1995). Diferentes mecanismos poderiam levar à disfunção da 
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vasodilatação dependente do endotélio, tais como a alteração da atividade da óxido 

nítrico sintase, o aumento da endotelina-1, o aumento da produção do fator de contração 

derivado de prostanóides, a diminuição da geração do fator(es) hiperpolarizante 

.derivado do endotélio e a produção do ânion radical superóxido (revisado por Lind e 

cols., 2000). Na hipercolesterolemia parece haver uma redução da biodisponibilidade do 

~O (Creager e Selwyn, 1997). Muitos mecanismos podem levar a esta menor 

biodisponibilidade, incluindo a redução da disponibilidade da arginina e de cofatores da 

NOS sintase, "downregulation" da guanosina Üia, (subunidade mediadora da ativação 

do ~O por estímulos bioquímicos), redução da expressão da NOS, alterações na 

sinalização celular e inativação do ~O por superóxido ou por lipoproteínas oxidadas 

(Creager e Selwyn, 1997; Cai e Harrison, 2000). Luscher e Knoll (1995) propuseram 

que a maior causa desta disfunção na hipercolesterolemia seria a concentração elevada 

da LDL. O mecanismo pelo qual as lipoproteínas oxidadas atuariam sobre o 

vasorrelaxamento ainda é muito controverso. Alguns autores sugerem que a LDL 

oxidada diminuiria a biodisponibilidade e/ou a produção do óxido nítrico, porém outros 

autores demonstram que em tecidos ateroscleróticos a expressão da NOS está 

aumentada (revisado por Bruckdorfer, 1998). A LDL oxidada também ativa a expressão 

do gene da endotelina, favorecendo a vasoconstrição (Luscher e Knoll, 1995). 

Neste trabalho, observamos uma diminuição do relaxamento vascular 

dependente do endotélio (ROE), tanto na hipertensão como na hipercolesterolemia, 

quando os valores foram expressos em porcentagem de aumento do vasorrelaxamento 

em resposta à hiperemia reativa. O relaxamento vascular dependente do endotélio, 

quando expresso em % de aumento do diâmetro da artéria braquial em resposta à 

hiperemia reativa, correlacionou-se negativamente com a quantidade de colesterol total, 

LDL colesterol e apo B, e positivamente com a do a-tocoferol e o lag time obtido na 

oxidação da LDL in vitro. Os mesmos resultados foram demonstrados por Steinberg e 

cols. ( 1997), os quais encontraram correlações negativas entre a quantidade de 

colesterol total e o RDE. Uma vez que o lag time é influenciado pela quantidade de 

antioxidantes, de peróxidos lipídicos, de ácidos graxos mono/poliinsaturados e de 

colesterol livre existente na partícula de LDL, poderíamos sugerir que um ou mais 

destes fatores poderiam estar influenciando o RDE. Como tem sido demonstrado que os 

hidroperóxidos lipídicos e os óxidos de colesterol alteram o relaxamento vascular 

dependente do endotélio (Bruckdorfer, 1998, Rikitake e cols., 2000), uma partícula de 
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LDL contendo concentrações maiores desses produtos oxidados, poderia promover uma 

diminuição do ROE (Bruckdorfer, 1998). 

As endotelinas são uma família de peptídeos com múltiplas ações 

biológicas, como por exemplo a regulação do tônus vascular, da pressão sanguínea e da 

homeostase dos eletrólitos e da água (Yanagisawa e cols., 1988). A endotelina-1 é 

derivada do endotélio e, devido aos seus efeitos sobre o endotélio vascular, propõe-se 

que a endotelina-1 tem um importante papel na patogênese da aterosclerose, hipertensão 

e doenças cardiovasculares (Cesari e cols., 1996, Schiffiin, 1995 e Luscher e cols., 

1993). Nosso trabalho mostrou um aumento da concentração plasmática de endotelina 

na hipertensão e na hipercolesterolemia. Estes resultados estão de acordo com trabalhos 

anteriores que demonstraram concentrações elevadas de endotelina-1 em placas 

ateroscleróticas, na hipercolesterolemia e na hipertensão (Uyama e cols., 1996 e 

Schiffiim, 1998). Tem sido demonstrado que a produção desse peptídeo pelas células 

endoteliais é maior onde existe estresse hemodinâmico, sendo que a força de 

cisalhamento (shear stress) e a LDL oxidada poderiam aumentar a produção de 

endotelina-1 (Maley e cols., 1990 e Uyama e cols., 1996). Portanto, um aumento das 

concentrações de endotelina favorece uma maior vasoconstrição arterial, reforçando 

ainda mais a deficiência no relaxamento vascular dependente do endotélio, tanto na 

hipertensão como na hipercolesterolemia. Além disso, a endotelina exerce um papel 

mitogênico sobre as células musculares lisas (Takuwa e cols., 1989), tem propriedades 

quimiotáticas para monócitos (Achmad e Rao, 1992) e estimula a produção de 

moléculas de adesão do endotélio (McCarron e cols., 1993). Em conjunto, essas ações 

indicam que a endotelina pode ser considerada como um mediador critico na 

aterosclerose. 

Tem sido demonstrado na literatura recente que os antioxidantes podem 

preservar a função endotelial (Frei e Carr, 2000, May, 2000, Boger e cols., 1998, Lyons, 

1997 e Levine e cols., 1996). Portanto, uma menor quantidade de antioxidantes poderia 

levar a uma maior disfunção endotelial na hipertensão e na aterosclerose. 

Nosso trabalho mostrou uma diminuição da concentração plasmática de 

ascorbato na hipertensão e na hipercolesterolemia. Esse dado é importante, uma vez que 

vários estudos demonstram que o ascorbato pode proteger os lipídeos do plasma e das 

lipoproteínas contra a peroxidação lipídica (Frei, 1991, Frei e cols., 1988 e 1989) e 

diminuir a produção do ânion radical superóxido (Nunes e cols., 1997). Além disso, o 

ascorbato tem a capacidade de regenerar o radical tocoferil (Halliwell e Gutteridge, 
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I 990) e, conseqüentemente, uma menor concentração plasmática de ascorbato 

prejudicaria essa via, diminuindo o conteúdo de a.-tocoferol regenerado nas 

lipoproteínas. Em adição ao seu papel antioxidante, estudos em humanos indicam que o 

ascorbato está envolvido no metabolismo do colesterol, na síntese de prostaciclina pelas 

células endoteliais dos vasos sanguíneos (Simon, 1992) e na manutenção da integridade 

vascular, revertendo a disfunção endotelial em pacientes com doença coronariana 

crônica (Levine e cols., 1996). Portanto, uma menor concentração de ascorbato na 

hipertensão e na hipercolesterolemia pode ser relevante para a progressão do processo 

aterosclerótico. Outro importante papel do ascorbato seria a sua capacidade de aumentar 

o relaxamento vascular dependente do endotélio na hipertensão, restaurando a atividade 

biológica do óxido nítrico (May, 2000, Levine e cols., 1996 e Taddei e cols., 1998). 

Neste trabalho, observamos uma menor concentração plasmática de urato na 

hipertensão e na hipercolesterolemia. Em relação ao urato, o fato interessante é que 

existe um paralelismo entre as concentrações plasmáticas desse e a incidência de 

eventos coronarianos (Konneh e cols., 1995). Embora o urato tenha sido descrito como 

um fator de nsco para a aterosclerose e coronariopatias, estudos epidemiológicos 

recentes não mostram um valor preditivo do mesmo para o infarto do miocárdio 

(Konneh e cols., 1995). O urato parece não estar diretamente envolvido na 

fisiopatologia desses processos, uma vez que é considerado um metabólito final e 

atóxico no organismo. A atividade antioxidante do urato está relacionada com sua 

capacidade de ligação com o ferro e cobre ou de seqüestrar espécies oxidantes como o 

ácido hipocloroso, ozônio e oxigênio singlete (Konneh e cols., 1995). Tem sido 

mostrado que o urato, metabólito final formado endogenamente a partir dos 

nucleotídeos guanina e adenosina, é liberado do coração de muitas espécies ( Achterberg 

e cols., 1986, Becker e Gerlach, 1987 e Becker e cols., 1987), incluindo o homem, 

sendo este originado exclusivamente na microvasculatura endotelial (Gerlach e cols., 

1985 e Jarasch e cols., 1981). Portanto, a diminuição da concentração plasmática de 

urato tanto na hipercolesterolemia como na hipertensão pode ser importante, já que o 

urato pode atuar como seqüestrador de radicais livres, colaborando para a manutenção 

da capacidade funcional do sistema coronariano e do miocárdio (Becker e cols., 1989). 

Em relação aos antioxidantes lipossolúveis, a.-tocoferol, licopeno e P

caroteno, observou-se uma diminuição significativa da concentração plasmática de a.

tocoferol no grupo hipercolesterolêmico, de P-caroteno nos grupos hipercolesterolêmico 
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e hipertenso e de licopeno no grupo hipertenso, em relação ao grupo controle, quando o 

conteúdo destes antioxidantes foi normalizado pela concentração de colesterol total do 

plasma. Vários autores têm demonstrado a existência de correlações positivas entre as 

concentrações plasmáticas dos antioxidantes lipossolúveis e as concentrações de 

lipídeos totais e de colesterol (Konneh e cols., 1995, Horwitt e cols., 1972 e Widhalm e 

cols., 1985), possivelmente, devido à maior incorporação destes às lipoproteínas, as 

quais encontram-se aumentadas nos estados hiperlipidêmicos. Portanto, a forma mais 

correta de se expressar o conteúdo dos antioxidantes lipossolúveis no plasma é em 

relação à concentração de colesterol total (Traber e cols., 1992). 

O cx.-tocoferol é o principal antioxidante presente nas lipoproteínas, inibindo 

tanto a fase de iniciação como a de propagação da peroxidação lipídica (Traber e cols., 

1992). Outra importante função do cx.-tocoferol no processo aterosclerótico seria seu 

efeito inibitório sobre a expressão de moléculas de adesão de leucócitos nas células 

endoteliais vasculares, atuando assim sobre a interação celular endotélio-leucócitos 

(Terasawa e cols., 1996). Portanto, a diminuição da concentração de cx.-tocoferol na 

hipertensão e na hipercolesterolemia, além de facilitar a oxidação das lipoproteínas, 

poderia promover indiretamente um aumento da expressão de moléculas de adesão, e 

conseqüentemente, a entrada de monócitos na íntima arterial, propiciando uma maior 

formação de células espumosas. Outro mecanismo antiaterogênico do cx.-tocoferol foi 

proposto por Shige e cols. ( 1998), no qual este antioxidante reduz a captação da LDL 

modificada e suprime a atividade da ACA T, resultando em uma menor esterificação do 

colesterol em macrófagos e em menor quantidade de ésteres de colesterol nas "foam 

cells". A correlação negativa da concentração plasmática de colesterol, LDL colesterol, 

apo B e CE-OOH com a de cx.-tocoferol, observada no presente trabalho, sugere a 

existência de um maior consumo deste antioxidante em estados hipercolesterolêmicos. 

A enzima paraoxonase também tem sido considerada, mais recentmente, 

como um elemento importante na defesa antioxidante. A paraoxonase está associada à 

HDL e protege a LDL do estresse oxidativo, in vilro (Watson e cols., 1995). A 

expressão da paraoxonase está correlacionada com a HDL, com a diminuição da 

modificação oxidativa da LDL e com a inibição da modificação da HDL por peróxidos 

lipídicos, preservando assim a função dessa partícula (Mackness e cols., 1993 e 1996; 

Navab e cols., 1996 e Aviram e cols., 1998). Esta proteção à oxidação está relacionada à 

capacidade da paraoxonase de hidrolisar fosfolipídeos oxidados e hidroperóxidos de 
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colesterol linoleato (Aviram e cols., 1998 e Navab e cols., 1996). A paraoxonase 

também é capaz de hidrolisar os peróxidos lipídicos presentes em lesões ateroscleróticas 

humanas (Aviram e cols., 2000). Nossos resultados mostraram uma diminuição da 

concentração plasmática de paraoxonase nos pacientes hipercolesterolêmicos 

normotensos. Essa diminuição poderia estar correlacionada a um polimorfismo do gene 

da paraoxonase, já demonstrado anteriormente (lmai e cols., 2000 e Leus e cols., 2000). 

A paraoxonase correlacionou-se negativamente com a concentração de isoprostanos e 

positivamente com a do cx.-tocoferol e licopeno. Portanto, essa diminuição pode ser 

importante para o desenvolvimento da aterosclerose, uma vez que a paraoxonase exerce 

um papel antiaterogênico. 

O endotélio vascular libera ~O, o qual exerce um importante papel na 

regulação do tônus vascular. A disfunção do relaxamento vascular dependente do 

endotélio, como citado anteriormente, está associada à redução da 

biodisponibilidade/síntese do ~O. Para avaliarmos a biodisponibilidade/síntese do 

~O, neste trabalho determinamos as concentrações plasmáticas de nitrato, nitrito, S

nitrosotióis e de nitrotirosina no plasma e nas partículas de LDL. 

O óxido nítrico, em presença do oxigênio, é rapidamente oxidado, vta 

trióxido de dinitrogênio, à nitrito (Kelm e cols., 1988). O nitrito tem sido utilizado 

como um marcador de produção de •No em muitos experimentos in vitro. Contudo, no 

sangue humano, o nitrito é rapidamente convertido ao seu produto final, o nitrato (> 95 

% em 1 hora) (Moshage e cols., 1995, Wennmalm e cols, 1993~ Kelm e cols., 1996). A 

determinação das concentrações de nitrito e nitrato, freqüentemente denominadas de 

NOx, tem sido utilizada como um marcador da atividade da NOS e da produção 

endógena de ~O. Neste trabalho, observamos um aumento na concentração de nitrato 

na hipercolesterolemia, sugerindo assim, um aumento da produção de ~O nesta 

doença. Outra via de formação de nitrato que não podemos descartar é a formação a 

partir do rearranjo do ácido peroxinitroso (ONOOH) (peroxinitrito protonado), o qual se 

decompõe originando nitrato (N03-). Portanto, um aumento de peroxinitrito também 

pode levar a um aumento de nitrato. 

As concentrações de nitrotirosina foram aqui determinadas para testar a hipótese 

de que o aumento da reação do ~O com 0 2•-, formando peroxinitrito, ocorre em 

pacientes com hipertensão ou hipercolesterolemia. O ~O pode ser degradado por 02 ... 

por uma reação que têm uma velocidade (1.9 x 1010 M 1 sec-1
) dez vezes maior que a 
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dismutação do 02•- pela superóxido dismutase (2.0 x 109 M-1 sec-1
) (Kissner e cols., 

1997). Uma diminuição da degradação do 02 •- pela superóxido dismutase e um aumento 

da destruição do ~O têm sido demonstrados na hipertensão (Nakazono e cols., 1991 e 

Tschudi e cols., 1996). Tem sido descrito que a atividade da superóxido dismutase é 

baixa no plasma dos pacientes hipertensos (Kumar e Das, 1993), o que poderia 

favorecer a reação entre ~O e 02•- resultando em peroxinitrito, ou ~02 mais co•-3, 

aumentando assim a possibilidade de nitração de proteínas e de compostos de baixo 

peso molecular presentes na circulação sistêmica. Estudos com radiólise mostraram que 

existe um aumento de nitração quando os fluxos de 0 2 •- e •No são semelhantes 

(Goldestein e cols., 2000). Em condições fisiológicas, a concentração do ~O (0.1-3.0 x 

10-9M) excede a concentração de 0 2- (10-9 
- 10-12 M}, resultando em um aumento da 

razão •No/O2 •- na parede arterial (Wever e cols., 1998). 

A nitração de resíduos de proteína pode ter importantes implicações para a 

fisiopatologia da hipertensão. Por exemplo, a nitração das proteínas pode afetar a 

atividade enzimática, a expressão gênica, a apoptose e a resposta celular ao "shear 

stress", além de outros eventos (Ischiropoulos, 1998). Mihrn e cols. (2000) 

demonstraram que, além de ser um biomarcador de nitração, a nitrotirosina pode 

contribuir para a disfunção endotelial por promover danos ao DNA e/ou por induzir 

apoptose. Os sistemas de nitração que atuam in vivo ainda não estão totalmente 

elucidados e existe a possibilidade de múltiplas vias de nitração funcionarem 

simultaneamente ou de diferentes agentes nitrantes poderem operar em diferentes etapas 

durante a progressão de uma doença (Ischiropoulos, 1998). Contudo, a nitração de 

resíduos tirosina em proteínas parece ser um processo seletivo, dependendo da estrutura 

molecular, como por exemplo a exposição do anel aromático na superficie da proteína e 

associação com cargas negativas vizinhas (Souza e cols., 1999). As reações de nitração 

dependentes de hemeproteínas, como as mediadas por mieloperoxidase (Hanzen e cols., 

1999), prostaciclina sintase (Zou e cols., 1999) e ciclooxigenase-2 (Baker e cols., 1999) 

poderiam estar influenciando na patologia da hipertensão. Contudo, o peroxinitrito 

formado pela reação do óxido nítrico com o ânion radical superóxido, em pH 

fisiológico, permanece sendo uma espécie importante na nitração de tirosina in vivo 

(Reiter e cols., 2000). 

Em relação à hipercolesterolemia, a reação entre o de 02 - e ~O também pode 

ser favorecida, uma vez que ocorre diminuição da atividade da superóxido dismutase 
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nesta condição (Silva e cols., 1995 e Ohara e cols., 1993). De fato, nossos resultados 

demonstraram um aumento da concentração de nitrotirosina na LDL dos pacientes 

hipercolesterolêmicos, o que está de acordo com nossos dados obtidos anteriormente na 

hipercolesterolemia induzida em coelhos (Moriel e cols., 1997). 

A proporção entre a geração de nitrotirosina intracelular/intravascular ainda é 

desconhecida, mas a presença de proteínas nitradas tem sido demonstrada no plasma de 

humanos (Schwedhelm e col., 1999 e Steege e cols., 1998). O aumento da concentração 

de nitrotirosina no plasma tem sido descrito em doenças que estão associadas com o 

processo inflamatório, como doença celíaca (Steege e cols., 1998), artrite reumatóide 

(K.uar e Halliwell, 1994), e choque séptico (Fukuwama e cols., 1997). Contudo, a 

concentração de nitrotirosina presente no plasma pode representar os componentes 

celulares nitrados que são liberados das células após citólise ou nitrocompostos que 

foram gerados na circulação sanguínea. Outro fator que contribui para as concentrações 

plasmáticas de nitrotirosina é a degradação e o c/earance da mesma no plasma. A 

nitrotirosina livre tem uma meia vida de 68,5 minutos no plasma, sendo então 

metabolizada e excretada na urina (Tabrizi-Fard e cols., 1999). As proteínas nitradas 

sofrem proteólise mais rapidamente que as proteínas não nitradas (Ischiropoulos, 1998) 

e a denitração de proteínas pelas nitratases tem sido descrita em coração e cérebro de 

ratos (K.uo e cols., 1999). Portanto, a concentração plasmática de nitrotirosina livre ou 

ligada a proteínas reflete a sua produção por vias de nitração intra e extracelulares do 

metabolismo endógeno e da excreção renal. 

Tem sido descrito que os S-nitrosotióis (RSNOs) exercem a função de 

transporte e armazenamento do ~O, in vivo. Recentemente, foi proposto que a geração 

dos RSNO pode ser catalisada pela ceruloplasmina (Inoue e cols., 1999). A 

ceruloplasmina é uma proteína que transporta cobre e também é considerada uma 

enzima com atividade de ferroxidase e amino-oxidase (Inoue e cols., 1999). Essa 

proteína pode catalisar a oxidação do ~O via um elétron, formando NO\ acoplada à 

redução de quatro elétrons do 0 2 para gerar RSNO, na presença de tióis (Inoue e cols., 

1999). Os nossos resultados, assim como estudos anteriores (Kozlov e cols., 1984), 

mostraram que na hipercolesterolemia ocorre um aumento da concentração plasmática 

de ceruloplasmina. Portanto, a geração de RSNO catalisada pela cerulolasmina pode ser 

uma via para o armazenamento de ~O na circulação sistêmica. 
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O •No é rapidamente liberado RSNOs via redução por metais de transição, 

tióis e ascorbato. A CuZn-SOD também pode catalisar a decomposição de S

nitrosopeptídeos, como a S-nitrosoglutationa, resultando na liberação do ~O 

(Jourd'heuil e cols., 1999). Portanto, enquanto a ceruloplasmina pode representar um 

importante catalisador na via de formação de RSNO, a CuZn-SOD poderia atuar como 

um modulador da liberação do •No a partir dos RSNOs. A decomposição dos RSNOs 

pode resultar em um aumento de ~O com conseqüente formação de nitrato. De acordo 

com isso, nossos resultados mostraram um aumento de RSNOs e nitrato no plasma dos 

pacientes hipercolesterolêmicos. O ascorbato poderia ser outro composto importante na 

decomposição dos RSNO no plasma (Willians e cols., 1996). Contudo, as concentrações 

de ascorbato foram menores nos pacientes hipercolesterolêmicos, em comparação aos 

pacientes normolipidêmicos, e não correlacionadas com as concentrações de nitrito, 

nitrato ou RSNO. 

A concentração de nitrotirosina no plasma e na LDL dos pacientes com 

hipertensão leve/moderada não foi maior que aquela de pacientes normotensos. 

Contudo, a concentração de nitrotirosina ligada à LDL foi significativamente maior nos 

pacientes hipercolesterolêmicos, em comparação àquela dos controles. Portanto, na 

hipercolesterolemia, pudemos demonstrar claramente a ocorrência do aumento das 

concentrações de nitrato, nitrotirosina e S-nitrosotióis, assim como a correlação destes 

analitos com o aumento da concentração de LDL-colesterol. 
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6.2 - Conclusões 

Analisando conjuntamente os nossos resultados, podemos sugerir algumas vias 

que poderiam contribuir para a diminuição do vasorrelaxamento dependente do 

endotélio na hipertensão e na hipercolesterolemia (Figura 41 e 42) 
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Figura 41 - Vias que poderiam contribuir para a diminuição do vasorrelaxamento 

dependente do endotélio na hipercolesterolemia 
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Figura 42 - Vias que poderiam contribuir para a diminuição do vasorrelaxamento 

dependente do endotélio na hipertensão 

Na hipercolesterolemia, o aumento das concentrações de colesterol total, LDL 

colesterol e apo B pode influenciar: 1) no aumento da LDL oxidada; 2) na produção de 

óxido nítrico. O aumento dos produtos de oxidação lipídica, observados neste trabalho, 

sugere a presença de uma maior quantidade de LDL oxidada no plasma destes 

pacientes, as quais podem estar influenciando: 1) o consumo de antioxidantes; 2) a 

síntese de endotelina; 3) a produção de óxido nítrico. A produção de óxido nítrico 

parece estar aumentada, uma vez que as concentrações de nitrato e S-nitrosotióis estão 

aumentadas. Além desses dois parâmetros de avaliação da produção de óxido nítrico, 

observamos um aumento na concentração de nitrotirosina na LDL dos pacientes 

hipercolesterolêmicos, sugerindo um aumento na formação de peroxinitrito pelo 

aumento simultâneo do óxido nítrico e do ânion radical superóxido. Apesar desse 

aumento aparente da produção de óxido nítrico, parece existir uma menor 

biodisponibilidade do mesmo, uma vez que o relaxamento derivado do endotélio está 

diminuído na hipercolesterolemia. Outros fatores, observados neste trabalho, que 

poderiam estar influenciando no relaxamento vascular dependente do endotélio, na 

hipercolesterolemia, são: 1) diminuição dos antioxidantes; 2) aumento de endotelina; 3) 

aumento da LDL oxidada. 
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Na hipertensão nossos resultados não demonstraram nenhuma diferença 

significativa nos produtos de decomposição do óxido nítrico. Contudo, o relaxamento 

vascular dependente do endotélio também está diminuído na hipertensão. Podemos 

sugerir, por este trabalho, alguns fatores que poderiam estar influenciando na disfunção 

endotelial nestes pacientes: 1) aumento da LDL oxidada; 2) diminuição dos 

antioxidantes; 3) aumento da endotelina. 

Em resumo, nossos resultados demonstram que: (1) a oxidação lipídica, 

determinada pelo conteúdo plasmático de hidroxi/hidroperóxidos lipídicos, é maior na 

hipercolesterolemia e na hipertensão; (2) a LDL dos pacientes hipertensos ou 

hipercolesterolêmicos é mais susceptível à oxidação do que a dos controles 

normolipidêmicos e normotensos; (3) a concentração dos óxidos de colesterol é maior 

na hipercolesterolemia; (4) ocorre uma diminuição do relaxamento vascular dependente 

do endotélio nos pacientes hipertensos e hipercolesterolêmicos, a qual correlaciona-se 

negativamente com a quantidade de LDL colesterol; (5) a concentração de endotelina 

plasmática está aumenta na hipertensão e na hipercolesterolemia, sugerindo uma relação 

entre as concentrações de endotelina e a disfunção endotelial nestas doenças; (6) a 

concentração plasmática de fibrinogênio está relacionada com a concentração de 

colesterol total e de LDL-colesterol, sugerindo o seu uso potencial como indicador de 

risco coronariano; (7) a menor quantidade de antioxidantes no plasma e nas 

lipoproteínas, observada nos pacientes com hipertensão ou hipercolesterolemia, poderia 

influenciar no relaxamento dependente do endotélio; (8) as concentrações plasmáticas 

de nitrotirosina não diferiram entre os grupos estudados. Contudo, a concentração de 

nitrotirosina na LDL foi maior na hipercolesterolemia; (9) a disfunção do 

vasorrelaxamento dependente do endotélio, descrita nos pacientes 

hipercolesterolêmicos, parece não estar relacionada com um defeito na formação ou 

decomposição de RSNOs no plasma; (10) há um aumento nas concentrações dos 

produtos formados pela decomposição do óxido nítrico, nitrato, S-nitrosotióis e 

nitrotirosina na hipercolesterolemia. 

Portanto, tanto na hipertensão como na hipercolesterolemia, as 

concentrações de lipoproteínas oxidadas, os antioxidantes, a biodisponibilidade do ~O 

e a concentração de endotelina podem estar alterando o endotélio vascular e o 

vasorrelaxamento dependente do endotélio, o que seria relevante para o 

desenvolvimento da aterosclerose. 



7. RESUMO E ABSTRACT 



RESUMO E ABSTRACT 108 
-iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiliiiiiiiiiii-.....;iiiiiiiliiiiiilliiiai_iiiiiiiii_iliiiiiiiiiiii _____ iiiiiiiiiiiiiiiliiiiliiii---.iiiiiiiiiiiiliiiiliii---

7.1- Resumo 

A disfunção endotelial tem um importante papel na patogênese de doenças 

cardiovasculares. Tem sido sugerido que o colesterol plasmático, particularmente o que esta 

associado à LDL, é um dos principais fatores de risco para a aterosclerose. Contudo, a 

oxidação da LDL é um evento crucial na patogênese da aterosclerose. Além disso, a 

redução da biodisponibilidade do óxido nítrico (NO) tem sido relacionada à disfunção 

endotelial presente na aterosclerose. A redução da bioatividade do •No na 

hipercolesterolemia, na hipertensão e em outras desordens metabólicas associadas com a 

aterogênese parece ser muhifatorial. Contudo, as alterações da produção/biodisponibilidade 

do ~O na hipercolesterolemia e na hipertensão é ainda controverso. A proposta deste 

estudo foi examinar as relações entre a peroxidação lipídica, os antioxidantes, a 

biodisponibilidade do óxido nítrico e o relaxamento vascular dependente do endótelio 

(ROE) em pacientes hipercolesterolêmicos normotensos (HC) (n = 18), hipertensos 

normocolesterolêmicos (H) (n = 11) e normotensos normolipidêmicos (N) (n = 11). As 

concentrações de ascorbato, urato, a.-tocoferol, licopeno, 13-caroteno e dos 

hidroxi/hidroperóxidos lipídicos foram determinadas por HPLC. As concentrações de 

paraoxonase, isoprostanos e endotelina foram determinadas por ELISA. A cinética de 

oxidação da LDL, induzida pelo Cu2+, foi monitorada pela formação de dienos conjugados. 

Os óxidos de colesterol foram determinados por cromatografia gasosa. O ROE foi 

determinado por ultrassonografia modo B, em relação à diferença de diâmetro da artéria 

braquial no basal e após hiperemia reativa. As concentrações plasmáticas de nitrito, nitrato 

e S-nitrosotióis foram determinadas por quimioluminescência, gerada pela reação do ~O 

com ozônio, no analisador de •No (NOA™280
, Sievers, Corp.). A nitrotirosina do plasma e 

da LDL foi determinada através do método de ELISA competitivo, utilizando-se 

quimioluminescência e um anticorpo policlonal anti-nitrotirosina. O ascorbato, os 

antioxidantes lipossolúveis, o lag time e o ROE foram menores nos pacientes H e HC 

quando comparados aos N. As concentrações de hidroxi/hidroperóxidos lipídicos e de 

endotelina foram maiores na hipertensão e na hipercolesterolemia. As concentrações de 

nitrato, S-nitrosotióis, colesterol totaL LDL-colesterol apo B e de nitrotirosina da LDL 

foram maiores na hipercolesterolemia. O LDL-colesterol correlacionou-se negativamente 
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com o ROE. Portanto, tanto na hipertensão como na hipercolesterolemia, as concentrações 

de lipoproteínas oxidadas, os antioxidantes, a biodisponibilidade do ~O e a concentração 

de endotelina podem estar influenciando na alteração da função endotelial e do relaxamento 

vascular dependente do endotélio, o que seria relevante para o desenvolvimento da 

aterosclerose. 
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7.2 - Abstract 

Endothelial dysfunction plays an important role in the pathogenesis of coronary artery 

disease. Plasma cholesteroL particularly that associated to LDL, has been suggested to be 

an important risk factor in the development of cardiovascular disease. Moreover, LDL 

oxidation is a crucial event in the pathogenesis of atherosclerosis. By the other hand, a 

reduced bioactivity of endothelial nitric oxide (NO) has been implicated in the 

pathogenesis of atherosclerosis. The reduction of •No activity in hypercholesterolemia and 

in other metabolic disorders associated with atherogenesis appears to be multifactorial. 

However, the alterations of •No production in hypercholesterolemia and hypertension is 

still controversial. The purpose of this study was to examine the relationship of lipid 

peroxidation, antioxidants and nitric oxide bioavailability with the impairment of 

endothelium dependent vasodilation in hypercholesterolernic (HC) (n = 18), hypertensive 

(H) (n = 11 ), and normolipidemic normotensive subjects (N) (n = 11 ). Ascorbate, urate, a

tocopheroL lycopene and P-carotene, as well as, lipid hydroxy/hydroperoxides were 

determined by HPLC. Paraoxonase, isoprostanes and endothelin were determined by 

ELISA The kinetics of LDL oxidation was monitored by incubating LDL with Cu2
+. 

Oxysterols were determined by CG. Mode B ultrasonography was used to measure the 

blood flow and diameter in response to reactive hyperemia of brachial artery. Nitrate and S

nitrosothiols in plasma were determined by chemiluminescence elicited by reaction of ~O 

with ozone in the •No analyzer (NOA™280
, Sievers, Corp.). Nitrotyrosine concentrations in 

plasma, LDL and HDL were determined by a chemilurninescence competitive ELISA 

developed in our laboratory with polyclonal antibody. Plasma ascorbate, lipid soluble 

antioxidants, the lag time and the endothelium dependent relaxation were lower in H and 

HC than in N. Lidid hydroxy/hydroperoxides and endothelin were higher in hypertension 

and hypercholesterolemia. The leveis of plasma nitrate, S-nitrosothiols, total cholesterol, 

apo B, ·LDL-nitrotyrosine and LDL-cholesterol were significantly higher in HC than in N 

subjects. LDL cholesterol was negatively correlated to the percentage of diameter increase 

in response to hyperemia. The lower leveis of the lipid soluble antioxidants may be 

important for the impairment of endothelial dependent vasodilation in hypercholesterolemia 

and hypertension. ln conclusion, in hypertension and hypercholesterolemia the leveis of 
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oxidized lipids. antioxidants, •No bioavailability, and endothelin may contribute to the 

impairment of endothelial function and endothelium dependent relaxation. which is crucial 

to the development of atherosclerosis. 
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