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RESUMO

Atualmente aproximadamente 17 milhées de pessoas morrem por doengas cardiovasculares
(DCV). No Brasil durante 2011 ocorreram cerca de 200 mil ébitos por DCV principalmente em
decorréncia da aterosclerose, classificada como uma doenga imuno-inflamatéria crénica que
causa estreitamento luminal e gera diversas fatalidades como infarto agudo do miocardio
(IAM), acidente vascular encefélico (AVE), doenca arterial periférica (DAP), entre outras. A
DAP prediz outras DCV e ¢ a principal causa de amputac¢ao devido a obstru¢ao das artérias
de membros inferiores. Analises histologicas indicam que a ruptura da placa, capa fibrosa do
ateroma, eroséo da placa e nédulo calcificado geram as principais fatalidades nas DCV. Até
o0 momento ndo ha biomarcadores plasmaticos para uso clinico afim de avaliar a estabilidade
e a gravidade das placas aterosclerodticas, esse fato motiva a exploragdo de componentes
envolvidos em doencas imuno-inflamatérias e no metabolismo lipidico tais como oxisterois e
marcadores da sintese e absorgéo do colesterol (MSAC). Os oxisterois, principalmente 27-
hidroxicolesterol (27-HDC) e 7-ketocolesterol estdo envolvidos em mecanismos
fisiopatoldgicos da aterosclerose e desempenham um papel na inflamagao, citotoxicidade e
necrose, além de funcdes no metabolismo lipidico. E relatado que os oxisterdis 24S- e 25-
hidroxicolesterol (24S- e 25-HDC) estdo envolvidos em doengas neurodegenerativas como
Alzheimer. Estudos apontam uma causa em comum entre Alzheimer e aterosclerose, ambas
sdo doengas inflamatdrias cronicas, assim sdo necessarias mais investigagdes desses
oxisterodis na doenca aterosclerotica. A proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP)
e proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP), assim como as lipoproteinas, podem
mediar a transferéncia desses lipides. O objetivo desse trabalho foi quantificar concentragbes
de oxisterois (24S-, 25-, 27-HDC e 7-ketocolesterol) e marcadores de sintese (desmosterol e
latosterol) e absorgao (B-sitosterol e campesterol) do colesterol em ateromas e plasma de 10
individuos com DAP (grupo DAP) e comparar com artérias sem ateroma de 13 voluntarios
(grupo CTL). Também relacionar esses esterdis com outros parametros como histérico clinico
e proteinas de transferéncia de lipides. Foram realizadas analises clinicas e bioquimicas,
classificagbes histoldgicas dos ateromas e quantificagdes de esterdis em artérias e plasma.
Para interpretacdo dos dados obtidos foram usados testes estatisticos de comparagéo e
correlagdo. Os dois grupos apresentaram uma similaridade nos dados clinicos e bioquimicos,
diferenciando apenas em pressao arterial sistélica, atividade da PLTP, glicose e proteina C
reativa (PCR), maiores no grupo DAP. A PCR se correlacionou positivamente com 24S-HDC,
25-HDC e 27-HDC plasmaticos. Comparagéo entre os grupos em relagéo a concentragdo de
oxisteréis em artérias mostraram o 24S-HDC e o 27-HDC maiores no ateroma do grupo DAP,
curiosamente o 25-HDC esteve maior em CTL. Quantificagbes de oxisterdéis em plasma do
grupo DAP mostrou um aumento do 25-HDC em relagéo ao grupo CTL. Nao houve diferencga
significante para os MSAC. Os ateromas classificaram-se em 50% ruptura da placa, 20 %
capa fibrosa do ateroma, 10% ndédulo calcificado e 10% lesao fibrocalcica. Em concluséo
mostramos o acumulo do 24S-HDC em placas de aterosclerose. O 27-HDC assim como
outros estudos esteve em maior concentragdo nos ateromas indicando fortemente sua agéo
na patogénese dessa doencga. Todos os oxisterdis sintetizados enzimaticamente dosados em
plasma se correlacionaram positivamente com atividade inflamatdria sistémica, assim como
24S-HDC e 27-HDC em ateromas. Finalmente a atividade da PLTP esteve maior no grupo
DAP.

Palavras-chave: Oxisterol, Aterosclerose, 24S-hidroxicolesterol, 25-hidroxicolesterol, 27-
hidroxicolesterol



ABSTRACT

Currently around 17 million people die from cardiovascular diseases (CVD). In Brazil, durant
2011 nearly 200.000 deaths occur mainly due atherosclerosis, classified as a chronic, immune-
inflammatory disease that causes luminal narrowing and generates several outcomes as
myocardial infarction, cerebrovascular accidents (stroke), peripheral arterial disease (PAD)
and others. DAP predict other CVDs and is the leading cause of amputation due the clogged
arteries in inferior members. Histological analysis indicates that plaque rupture, fibrous cap
atheroma, plaque erosion and calcified nodules generate major CVD fatalities. So far, no
plasma biomarkers for clinical use are available in order to evaluate the stability and extend of
atherosclerotic plaques, therefore is necessary the investigation of the components involved
in immune-inflammatory diseases and lipids metabolism such as oxysterols and cholesterol
synthesis and absorption markers (CSAM). Oxidized sterols or oxysterols, manly 27-
hidroxycholesterol and 7-ketocholesterol are involved in pathophysiological mechanisms of
atherosclerosis and play a role in inflammation, apoptosis, necrosis and cytotoxicity, in
addiction to lipid metabolism. Oxysterols 24S- and 25-hidroxycholesterol are involved with
neurodegenerative diseases such Alzheimer's and resemble with atherosclerosis
development since are chronical inflammatory diseases, for this reason is necessary an
investigation of these oxysterols in atherosclerosis is needed. Cholesteryl ester transfer protein
(CETP) and phospholipid transfer protein (PLTP) as well as lipoproteins, could mediate the
transfer of the oxysterols. The aim of this work was quantified the levels of oxysterols (24S-
25-, 27- hidroxycholesterol and 7-ketocholesterol) and cholesterol synthesis (desmosterol and
lathosterol) and absorption markers (B-sitosterol and campesterol) in atheroma and plaques
from 10 individuals with PAD (PAD group) and compare with arteries without atheroma of 13
volunteers (CTL group). Also, relate these sterols with other parameters as clinical history, lipid
transfer proteins and histological scores. Clinical and biochemical data were collected and
sterols were quantified in arteries and plasma by gas chromatography coupled to a mass
spectrophotometer (GCMS) and histological atheroma classification were determined.
Comparison anlysis were performed using Mann-Whitney and correlations by Spearman’s test.
Both groups were not different regarding clinical and biochemical data, differencing only for
systolic blood pressure, alcohol intake, PLTP activity, glucose and CRP, increased in PAD
group. CRP was positively correlated with 24S-HDC, 25-HDC e 27-HDC from plasma. The
comparisons of oxysterols levels in atheroma showed that 24-HDC and 27-HDC were
increased in PAD group; interestingly, the 25-HDC was higher in CTL group. No significant
differences were observed for CSAM between groups. The atheroma were classified as 50%
plaque rupture, 20% fibrous cap, 10% calcified nodules and 10% of fibrocalcific injury. From
the oxysterols from plasma of PAD group, only 25-HDC was increased compared to the CTL
group. In conclusion, we demonstrated the accumulation of 24S-HDC in atherosclerotic
plaques. The 27-HDC, as well as other studies, present higher levels in atheroma’s, strongly
indicating is role in the disease pathogenesis. All oxysterols measured in plasma were
positively correlated with the systemic inflammatory activity. Finally, all atherosclerotic plaques
were classified as lesions of advanced extension, according to the histological analysis.

Keywords: Oxysterol, Atherosclerosis, 24S-hydroxycholesterol, 25-hydroxycholesterol, 27-
hydroxycholesrol
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1.1 Doenga Cardiovascular aterosclerética

Por pelo menos cinco milénios o processo aterosclerético tem atingido os seres
humanos, como evidenciado pela técnica de tomografia computadorizada realizada
na mumia Otzi, uma das mais antigas do mundo [1]. Outro estudo realizado em 137
mumias com mais de 4000 mil anos de idade mostraram a presenca de ateromas nas
artérias carotidas, coronarias, aortas, iliacas, femorais, popliteas e tibiais. Tais
evidéncias indicam que apesar de ser uma doenca moderna em relacdo a sua
compreensao fisiopatolégica e aos habitos de vida da populagdo, ha uma comum
predisposicao para o desenvolvimento da aterosclerose em seres humanos [2].

Em 1790, Edward Jenner, inventor da vacina para variola, foi o primeiro a
descrever uma placa de aterosclerose. Em relato, quando examinava o coragéo de
um cadaver, a fim de encontrar uma justificativa para sua morte subita, se deparou
com uma parte dura semelhante a pequenas pedras apos um corte transversal com
bisturi proximo a base do coracéo. Entao olhou para o teto pensando que algo poderia
ter caido, mas verificando melhor percebeu a causa da morte do individuo: as
coronarias haviam se transformado em canais 6sseos [3].

Dados de 2011 demonstraram que em todo o mundo 17 milhées de pessoas
morreram em fungdo de doengas cardiovasculares (DCV), principalmente em
decorréncia da aterosclerose, passando a frente das doencas infeciosas [4]. No Brasil
durante 2011 ocorreram cerca de 200 mil 6bitos por doengas cardiovasculares
ateroscleréticas de acordo com Sistema Unico de Saude (SUS), incluindo infarto
agudo do miocardio (IAM), angina, acidente vascular encefalico (AVE), doenca arterial
periférica (DAP), entre outras [5-7].

A aterosclerose é uma doenga imuno-inflamatéria crénica e causa
estreitamento luminal progressivo do vaso devido ao processo inflamatério na parede
vascular [8]. Os fatores de risco para a doenga aterosclerética sao o tabagismo,
diabetes mellitus, idade avangada, hipertensdo arterial (=140/90mmHg),
manifestacdes prévias de doenca cardiovascular e dislipidemias [8-10].

De acordo com a V Diretriz Brasileira de Dislipidemia e Prevencdo da
Aterosclerose, a classificagao fenotipica das dislipidemias envolve concentragdes de
colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade colesterol (LDL-C), triglicérides
(TG) e lipoproteina de alta densidade colesterol (HDL-C) que constituem 4 classes:

hipercolesterolemia isolada, aumento da concentracdo LDL-C (= 160 mg/dL);
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hipertrigliceridemia isolada, niveis elevados de TG (= 150 mg/dL) resultando no
aumento da concentracao de particulas ricas em TG, como a lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL), a lipoproteina de densidade intermediaria (IDL) e
quilomicrons; hiperlipidemia mista, niveis elevados de LDL-C (= 160 mg/dL) e TG (=
150 mg/dL); HDL-C baixo, somente niveis baixos de HDL-C <40 mg/dL) ou associado
com aumento da concentragéo de LDL-C ou de TG [11].

Em relacao as artérias, elas podem ser classificadas em musculares, elasticas,
arteriolas e metarteriolas e sdo compostas por trés camadas: a camada ou tunica
intima revestida por uma monocamada de células endoteliais e células do musculo
liso (CML); a camada ou tunica média que contém CML infiltradas na complexa matriz
extracelular; a camada ou tunica externa ou adventicia que contém mastdcitos,
terminacdes nervosas e microvasos (Figura 1A) [12].

A disfuncéo endotelial pode favorecer o inicio da aterosclerose por provocar a
perda de suas fungdes principais como dilatagdo e constricdo, gerando
susceptibilidade pré inflamatéria e propriedades protrombéticas. Os radicais livres em
excesso sdo as causas mais comuns da disfungdo endotelial, pois prejudicam a
biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), pela reducéo de sua produgao ou aumento
de sua inativacdo. O NO é responsavel pela manutencao da funcao vasodilatadora da
musculatura dos vasos. O aumento de radicais livres, como os anions superoxidos,
sdo influenciados por enfermidades como obesidade, tabagismo, diabetes e
exposicao a poluicao [13-16].

A geracgao de radicais livres ocorre naturalmente no corpo humano por fontes
enddgenas, como nas mitocondrias, membrana plasmatica, citosol e algumas outras
organelas, ou podem ser gerados por fontes exdgenas como uso de tabaco, excesso
de alcool, exposicao a luz ultra violeta, consumo de medicamentos entre outros. O
problema ocorre quando ha um desequilibrio de agentes antioxidantes endégenos ou
adquiridos pela alimentagdo, causando o aumento de agentes oxidantes
especialmente as hidroxilas (HO¢), anion superéxido (O2+-), peroxila (ROO¢), alcoxila
(RO-*) e o peroxido de hidrogénio (H202) [17, 18].

O inicio da formagao dos ateromas é marcado principalmente pela entrada de
lipoproteinas, principalmente da LDL, na intima dos vasos endoteliais. Essas
lipoproteinas na intima sem a agao antioxidante de fatores circulantes do plasma,
como superoxido dismutase, catalase, glutationas, vitaminas E, C entre outros,

tendem a se oxidar no espago subendotelial, ativam o sistema imunolégico causando
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adesado de leucdcitos (principalmente monécitos) na monocamada endotelial onde
migram para dentro da intima e se diferenciam de mondcitos para macrofagos (Figura
1B). Esses macrofagos captam as LDL oxidadas (LDLox) ou modificadas, através de
receptores scavengers e geram celulas espumosas que dao origem as estrias
gordurosas, as primeiras lesdes ateroscleroticas. A progressao da lesao envolve a
migracao e proliferacdo de CML da média para a intima e sintese de macromoléculas
da matriz extracelular, como colageno, elastina e proteoglicanos. Placas avangadas
também contém cristais de colesterol, microvasos e acumulo de calcificagdo. A morte
celular de macréfagos e CML podem ocorrer nesse estagio da doenga por apoptose.
Lipides extracelulares derivados de células mortas ou em processo de morte podem
se acumular na regiao central da placa, formando o nucleo necrético (Figura 1C) [8,
12, 17].

A complicagao final da aterosclerose ocorre por meio da trombose e o
rompimento da placa, o que permite que componentes de coagulacdo do sangue
entrem em contato com fatores teciduais no interior do ateroma, gerando o trombo
que se estende para dentro do lumen do vaso impedindo o fluxo sanguineo (Figura
1D) [12].
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Figura 1: Esquema da formacgéo da placa de aterosclerose adaptado de Libby, Ridker & Hansson, 2011. SMC:
Smooth Muscle Cell (células do musculo liso). A artéria muscular sadia e as mudangas celulares que ocorrem
durante a progressao da doenga sdo mostradas na imagem (A), a artéria sadia contém trés camadas: A tunica da
intima é revestida por uma monocamada de células endoteliais. Nessa camada possuem também células
musculares lisas (CML). A camada média ou tinica média contém CML embutidas na complexa matriz extracelular.
Na camada externa das artérias, contém mastocitos, terminagdes nervosas e microvasos; (B) Os passos iniciais
da aterosclerose incluem a adesao de leucdcitos na monocamada endotelial, migracéo dos leucdcitos para dentro
da intima, maturagéo de mondcitos (0s mais numerosos leucécitos recrutados) em macrdfagos, e sua absorgao
de lipidios, produzindo células espumosas; (C) A progressao da lesdo envolve a migragdo de CML da média para
a intima, a proliferagcéo de CML, e sintese de macromoléculas da matriz extracelular, como colageno, elastina e
proteoglicanos. Macréfagos da placa e CML podem morrer em lesdes avangadas, algumas por apoptose. Lipides
extracelulares derivadas de células mortas ou em processo de morte podem se acumular na regido central da
placa. Placas avangadas também contém cristais de colesterol e microvasos; (D) A complicacdo final da
aterosclerose ocorre por meio da trombose, um rompimento da placa aterosclerética. A fratura da capa fibrosa da
placa, o que permiti que componentes de coagulacdo do sangue entrem em contato com fatores de tecido no
interior da placa, provocando o trombo que se estende para dentro do limen do vaso impedindo o fluxo de sangue
(modificado de [12]).

A placa pode se apresentar basicamente em duas formas: estavel, com
predominio de capa fibrosa, poucas células inflamatérias e nucleo lipidico pequeno;
ou instavel, com vasta atividade inflamatéria, principalmente nas bordas laterais,

grande atividade proteolitica, capa fibrosa e com um nucleo lipidico grande. A
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instabilidade de uma placa é causada pela forca mecanica que se desenvolve na capa
fibrosa fina o que prediz a ruptura da placa. Esse fato ndo depende somente da
espessura da capa fibrosa, mas também da elasticidade do nucleo necrético [8, 19].

A ruptura da placa inflamada é o estagio mais grave da doencga aterosclerotica,
onde ocorre a exposi¢cao de diversos componentes protromboticos para a circulagao
dando inicio a aterotrombose e sequelas por impedir o fluxo e a irrigagao de 6rgaos e
tecidos. Geralmente, as lesées em humanos podem romper e gerar fragmentos de
trombos que circulam pelo vaso e resultam em embolia [20, 21].

Ainda em relagdo a formacédo dos ateromas, pesquisas com LDLox in vitro
demostram sua toxicidade para células vasculares, incluindo células endoteliais,
células do musculo liso e macrofagos. As superficies das LDLs sdo compostas por
fosfolipides, colesterol livre e apolipoproteina-B100 (Apo-B100) e seu interior
principalmente por colesterol esterificado e ftriglicérides. As LDL s&o oxidadas
principalmente por agdo enzimatica ou por radicais livres como anion superoxido,
radical hidroxila e peroxinitrito, principalmente pelo processo de peroxidacao lipidica
dos acidos graxos poli-insaturados (AGPI). O grande foco da agresséo oxidativa
ocorre na Apo-B100, que resulta no desaparecimento do seu ligante que Ihe permite
unir aos receptores celulares de LDL e passam a ser reconhecidos pelos receptores
scavenger dos macréfagos. Existem duas formas de LDL modificadas: LDL
minimamente modificadas, que possuem somente os lipides superficiais oxidados e
as LDLox que possuem também as Apo-B100 e os lipides internos oxidados [22, 23].

A progressao da placa aterosclerodtica das primeiras lesbes para placas mais
avangadas é determinada pelo aumento de lipides como LDLox, HDL, fosfolipides,
produtos de oxidagdo lipidica, fibrinogénio, apolipoproteina-A1 (Apo-A1),

paraoxonase (PON) e calcificagéo [9, 10].

1.2 Metabolismo de lipoproteinas plasmaticas

Os fosfolipides, o colesterol (Col), os TG e os acidos graxos (AG) sao os lipides
biologicamente mais importantes. As lipoproteinas compostas por lipides e
apolipoproteinas (Apo) atuam na excregdo e no transporte de lipides que sao
hidrofébicos no plasma sanguineo. As Apo possuem muitas fungdes no metabolismo

das lipoproteinas, como cofatores enzimaticos no caso das Apo-Cll, Clll e A1, na
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sintese intracelular das particulas lipoprotéicas, Apo-B100 e B48 e como ligantes a
receptores de membrana Apo-B100 e E [9, 24].

Existem dois grupos de lipoproteinas, as ricas em TG e as ricas em Col. O
primeiro grupo sdo particulas maiores e menos densas como as VLDL de origem
hepaticas e os quilomicrons de origem intestinal. O segundo grupo, incluem as LDL,
HDL, IDL e a lipoproteina (a) (Lp(a)), formada pela ligagdo covalente de uma particula
de LDL com uma Apo (a). Estudos indicam a Lp(a) como participante na formagao e
progressao do ateroma [11, 25].

O metabolismo das lipoproteinas pode ocorrer por duas vias, intestinal e
hepatica: na via intestinal, os TG oriundos da dieta sdo hidrolisados em AG livres,
monoglicerideos e diglicerideos. Esses e outros lipides sao solubilizados por sais
biliares na luz do intestino e formando micelas que facilitam a movimentagcao pelo
intestino. A proteina Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1-L1) facilita a absorgéo do Col pelo
intestino, por transportar e promover sua passagem pela vilosidade do enterdcito.
Depois da sua absor¢dao, os AG sao utilizados na produgao de quilomicrons e
novamente secretados pelas células intestinais para o sistema linfatico até alcancar a
circulagao. Na circulacao, os quilomicrons sao hidrolisados e pela acao da lipoproteina
lipase (LPL), geram AG, glicerol e colesterol ndo esterificado. Parte dos AG séo
captados por células musculares e adipdcitos que sao reservatorios importantes de
TG. Remanescentes de quilomicrons e AG sao capturados e utilizados na formacao
de VLDL no figado [11, 26, 27].

Na via hepatica, os lipides séo transportados pelas VLDL, IDL e LDL. Os TG
das VLDL séo hidrolisados pela LPL, enzima ativada pela Apo-Cll e inibida pela Apo-
Clll. Os AG hidrolisados sao realocados para os tecidos, podendo ser armazenados
no tecido adiposo ou utilizados, como nos musculos esqueléticos. Parte das VLDL dao
origem as IDL, removidas rapidamente da circulagdo. A atuagado da lipase hepatica
(LH) no catabolismo da IDL resulta na formacao das LDL. A proteina de transferéncia
de éster de colesterol (CETP) é responsavel pelas trocas lipidicas com particulas de
HDL e LDL, trocando TG por colesterol esterificado [11, 24].

As HDL sao particulas densas, pequenas e ricas em proteinas, quando
comparadas com as outras classes de lipoproteinas plasmaticas. Cerca da metade da
massa total da HDL é composta de lipides e o restante é constituido de proteinas
estruturais e funcionais, principalmente a Apo-A1 [28]. As particulas de HDL

desempenham importantes fungdes antiaterogénicas, como a atividade anti-
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inflamatdria, antioxidante, pro fibrinolitica e ainda participam como transportadoras de
moléculas de colesterol dos tecidos periféricos para o figado, evitando seu acumulo e
a oxidacao e por consequéncia a formacao de placas de ateroma, em um processo
conhecido como Transporte Reverso de Colesterol (TRC) [29].

O TRC inicia-se quando a proteina transportadora ABCA1 efluxa o colesterol
das células para as particulas ricas em Apo-A1, e pobres em lipides. A perda de
atividade de ABCA1, especificamente em macréfagos, pode predispor a formagéo de
células espumosas e contribuir diretamente para o desenvolvimento de lesdes
ateroscleroticas [30]. Estdo envolvidas no TRC a enzima Lecitina Colesterol
Aciltransferase (LCAT), LPL, CETP e Proteina de Transferéncia de Fosfolipides
(PLTP). A LCAT promove a esterificagao do colesterol livre, permitindo a formagao de
moléculas maduras de HDL. A LPL promove a hidrdlise de lipoproteinas ricas em
triglicerideos para promover a transferéncia de colesterol e Apo-C para a HDL. A
CETP tem papel chave no TRC e é responsavel pela troca equimolar de colesterol
esterificado da HDL por triglicerideos da VLDL, IDL e LDL. Ja& a PLTP transfere
fosfolipides de outras lipoproteinas para a HDL, o que potencialmente contribui para
a funcionalidade da HDL [31, 32].

1.3 Marcadores de sintese e absorcao do colesterol

Latosterol e desmosterol funcionam como marcadores da sintese de colesterol
no plasma (Figura 2). Quando ha aumento de colesterol no interior das células, ocorre
a diminui¢ao da atividade da enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A (HMG-CoA)
redutase para reduzir a produgao de colesterol e diminui a expressao de receptores
de LDL, para menor absorgéo de colesterol intracelular, além de elevar a atividade da
enzima acil-coenzima A aciltransferase (ACAT) para estocar colesterol esterificado. A
proteina de ligagao a elemento regulador de esterol (SREBP) e o receptor x do figado
(LXR) sao reguladores relevantes do metabolismo de colesterol. No figado, a insulina
estimula a transcrigdo de genes que codificam a SREBP-1c via LXR e promove a

transcricdo de genes necessarios para a sintese de acidos graxos [33].
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Figura 2: Esquema sintese do colesterol endogeno adaptado de [34]. O colesterol enddgeno é produzido a partir
da acetil-CoA. O passo inicial envolve a sintese de mevalonato pela HMG-CoA redutase. Apds o surgimento do

lanosterol, a via da produgao de colesterol se divergem a partir dos precursores desmosterol ou latosterol.

No intestino, o colesterol de origem alimentar e da bile se ligam aos acidos
biliares e tem absorcao realizada pela proteina NPC1-L1. O colesterol livre pode ser
utilizado na producédo de HDL no interior dos enterdcitos e também utilizados na
producao de quilomicrons por meio da ACAT2. Os fitoesterdis de origem vegetal (B-
sitosterol e campesterol), também sido absorvidos pela NPC1-L1, mas nao séao
ligantes da ACAT2, assim a maior parte volta para a luz intestinal via receptores
ABCGS5 ou G8. Parte dos fitoesterois absorvidos chega ao plasma e pode ser medido

e utilizado como marcadores da absorcao do colesterol alimentar [35, 36].

1.4 Classificagao morfolégica e histolégica da aterosclerose

Para um melhor entendimento da doenca aterosclerética, entre 1994 e 1995
um consorcio de pesquisadores publicou as classificagdes de placas de ateromas na

American Heart Association (AHA) o que colaborou para uma melhor intervengao na
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doencga, além de auxiliar nas terapias médicas e cirurgicas. Essas classificagcdes
histologicas foram aprimoradas e modificadas em 2000 por Virmani e colaboradores
0s quais indicaram que a ruptura da placa, capa fibrosa do ateroma, eroséo da placa
e nodulo calcificado, levam a trombose luminal e causam as principais fatalidades das
DCV [37-39].

O termo “ruptura da placa” é caracterizado como uma superficie de ruptura da
capa fibrosa na qual o trombo é exposto e ligado com o nucleo necrético subjacente
(Figura 3). As lesdes tém normalmente um grande nucleo necrético e uma capa fibrosa
nao linear composta por macrofagos e linfocitos. O nucleo necrético possui
aproximadamente 30% de area de placa com uma fina capa fibrosa medindo menos
que 65 pm, e é fortemente infiltrado por macréfagos e linfécitos T. Ocorre um trombo
luminal rico em plaquetas que se desenvolve pelo contato entre o fluido do nucleo

necrotico e o sangue [39, 40].

Figura 3: Imagem histologica da “ruptura da placa” adaptado de Virmani et al., 2000, NC: Necrotic Core, Th:
Thrombus.

A capa fibrosa do ateroma € uma camada rica em colageno, proteoglicanos e
CML que reveste o nucleo lipidico, com variados graus de infiltragdo de macrofagos e
linfocitos (Figura 4). O nucleo lipidico € composto por restos necréticos e uma grande

quantidade de lipides extracelulares principalmente cristais de colesterol [38, 39].
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Figura 4: Imagem histoldgica da "capa fibrosa do ateroma” adaptado de Virmani et al., 2000, NC: Necrotic Core.
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Na erosao da placa ndo é observado ruptura da capa fibrosa. Geralmente o
endotélio ndo esta presente no local da eroséo (Figura 5). As erosdes séo
caracterizadas por um trombo luminal sobreposto numa matriz rica em proteoglicanos

com CML em sua maioria e poucas células inflamatadrias [39, 40].

Figura 5: Imagem histologica da “eroséo da placa” adaptado de Virmani et al., 2000, Th: Thrombus, NC: Necrotic
Core.

O nédulo calcificado, o que é a causa menos frequente de trombos coronarios,
contém tipicamente placas calcificadas juntamente com noédulos calcificados que
penetram no lumen, com rompimento das camadas sobrepostas de colageno e do
endotélio, o trombo € em sua maioria ndo oclusivo (Figura 6). A origem da lesdo é
desconhecida, mas pode estar associada com placas cicatrizadas. Os proprios
nodulos aparecem no lumen na auséncia de um rompimento evidente na intima [39,
40].

Figura 6: Imagem histolégica do “nédulo calcificado” adaptado de Virmani et al., 2000, FC: Fibrous Cape, Th:
Thrombus.
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Na classificacdo de lesao fibrocalcificada, as capas fibrosas possuem extenso
acumulo de calcificagdo na intima (Figura 7). O nucleo lipidico quando presente &

geralmente pequeno [39].

Figura 7: Imagem histologica da “lesao fibrocalcificada” adaptado de Virmani et al., 2000.

1.5 Doenga arterial periférica

A doenga arterial periférica (DAP) de membro inferior € um subgrupo de um
conjunto maior de doengas vasculares periféricas que podem afetar as artérias, as
veias ou a circulacao linfatica. A DAP é a principal causa de amputacao devido a
obstrugao das artérias, principalmente as dos membros inferiores (femoral, poplitea e
tibial), sendo mais comum em homens com mais de 50 anos. Em seu diagndstico é
observado sinais de claudicagao, dor e necrose tecidual ou ser assintomatica [41, 42].

A isquemia aguda na DAP ocorre quando o fluxo sanguineo de uma
extremidade € diminuido ou interrompido, podendo gerar dano a integridade do
membro, geralmente é causada por trombose ou embolia. No caso de trombose o
enxerto € o tratamento mais comum. A maioria dos émbolos s&o de origem cardiacas
como o trombo de um infarto do miocardio recente ou de fibrilagao atrial. Uma causa
menos frequente de embolia de membro inferior € a placa de ateroma ou aneurisma
da aorta abdominal. Aneurismas trombosados femorais ou popliteas de fase aguda
podem apresentar isquemia aguda [41].

A isquemia crbnica ocorre na grande maioria dos casos devido a aterosclerose,
mas também pode ocorrer por quadros sequelares de tromboembolismo, doenca

inflamatdria, trauma, doencga aneurismatica ou cistos. Os pacientes com isquemia
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crénica sdo acometidos em multiplos pontos do membro e o quadro pode evoluir para
isquemia critica (IC), o grau mais avangado da doenca [41].

Portadores de IC possuem de trés a cinco vezes mais chances de morte por
DCV e ap6s 1 ano do diagnéstico, menos de 50% estardo vivos ou livre de
amputacgdes. Os processos de calcificagdes ateroscleréticas aumentam as causas de
mortes e amputagdes. O diagndstico da IC é caracterizado por pacientes com dor
isquémica em repouso, ulceragdes ou gangrena da perna associada com redugao do
fluxo sanguineo arterial para o pé. O tratamento da IC é realizado através da
revascularizacdo do membro, quando nao é possivel ou ndo ha sucesso, a amputagcao
transtibial continua sendo o tratamento mais realizado para o alivio da dor intensa,
perda de tecido e infec¢ao [42, 43].

Estudos apontam que aproximadamente 20% da populagdo com mais de 60
anos tem algum grau de DAP e a taxa se eleva entre tabagistas, diabéticos e pacientes
com doenca arterial coronariana. O diabetes aumenta o risco de IC em quatro vezes
e de amputagdo em dez vezes. No caso do tabagismo, o risco de desenvolver IC
triplica em relacao ao diabético. A DAP é um marcador notavel de aterosclerose e do
risco de complicacdes cardiovasculares e cerebrovasculares, mas esse fato é pouco
explorado no progndstico de eventos isquémicos pelos clinicos. Um ter¢co dos
pacientes com DAP sofrem eventos como IAM e AVE, a qual é a principal causa de
morte nessa populagdo. O tratamento precoce da DAP, atuando nos fatores de risco
e no perfil cardiovascular, aprimoram a taxa de mortalidade e a qualidade de vida dos
acometidos [42, 44].

Niveis elevados de proteina C reativa (PCR) sao fortemente associados com a
DAP. Os marcadores de inflamagao como a interleucina-6, fator de necrose tumoral-
a (TNF-a), PCR e ativagdo plaquetaria estdo aumentados em comparagdo com

individuos controle [41].

1.6 Biomarcadores: oxisterdis em aterosclerose

Processos bioquimicos que ocorrem nas placas aterosclerdticas geram
biomarcadores especificos no sangue e tecidos. Esses biomarcadores podem ser
usados como uma informagdo complementar e ditar o tipo ideal de intervencao e

tratamento da doenca [45].
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Segundo Libby, Ridker & Hansson (2011) ocorrem muitas questbes sem
resposta a respeito do processo inflamatério da aterosclerose. A relagcdo de
marcadores inflamatérios com futuros riscos e complicacbes ateroscleréticas tem
concedido esperangas para uma melhor abordagem clinica [12].

Os oxisterdis sdo derivados oxigenados do colesterol, a inclusdo de uma
molécula de oxigénio no colesterol reduz a sua semivida. A sua rapida degradagéao e
excrecao sao facilitadas pelas suas propriedades fisicas, o que Ilhes permite passar
por membranas lipofilicas e serem redistribuidos nas células a uma velocidade muito
mais rapida do que o colesterol. Os oxisteroéis estdo presentes em tecidos humanos e
animais, no plasma e em placas de ateromas, principalmente nas membranas
biolégicas. No plasma eles sédo transportados pelas lipoproteinas, principalmente
pelas LDL [46, 47].

A primeira extracdo de oxisterol, o 7B-hidroxicolesterol, ocorreu em 1939 por
Haslewoldlod. A sua biossintese foi primeiramente documentada em 1956 por
Frederickson e Ono que incubaram colesterol radioativamente marcado com células
ricas em mitocondrias. A partir desta descoberta foi demonstrado que estes
compostos exerciam um poder inibitério na sintese de esterdis em cultura celular,
indicando um papel regulatério dos oxisterdis no metabolismo lipidico e que estimulou
a exploracao de suas agdes fisioldgicas [48, 49].

Varios estudos tém mostrado os oxisterois envolvidos em eventos como
regulacéo e sinalizagdo da expressao génica no metabolismo lipidico, sdo substratos
para a sintese de acidos biliares e hormdnios esteroides, na biossintese e no
transporte de esterdis, no efluxo do colesterol celular, na recaptacao de lipoproteinas
e no trafico intracelular de colesterol. Além destas ag¢des, experimentos in vitro tém
relacionado a agao dos oxisterdis a eventos patolégicos como apoptose, necrose,
inflamagéao e imunossupresséao [47, 49].

Na aterogénese os oxisterois, como o 7-ketocolesterol (7-Keto) e 27-
hidroxicolesterol (27-HDC), podem estimular a formacao de células espumosas, o
avanco da lesdo aterosclerética e podem contribuir para a vulnerabilidade da placa,
além de agir na inibicdo da fungao do receptor de LDL nos fibroblastos humanos, na
atividade da ACAT, aumentando a formacao de colesterol esterificado, na inibicdo da
producado de prostaglandinas 12 pelas células endoteliais, gerando o aumento da
adesao plaquetaria e na citotoxidade em células do musculo liso e endoteliais in vitro
[50, 51].
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O 24S-hidroxicolesterol (24S-HDC) e o 25-hidroxicolesterol (25-HDC) séao
oxisterdis envolvidos no mecanismo da doenca de Alzheimer e outras doencas
neurodegenerativas [52, 53]. Uma recente revisdo aponta uma causa comum entre a
doenca aterosclerética e o Alzheimer, ambas sdo causadas por inflamacao crénica
[62]. Baseado nessas evidéncias sao necessarias mais investigacdes desses
oxisterdis na aterosclerose.

Na Tabela 1 adaptado de Jasakul et al (2011) é possivel observar o
envolvimento de alguns oxisterdis em doencas inflamatérias crénicas. Novamente o

24S-HDC e 25-HDC aparecem envolvidos nas doengas neurodegenerativas [54].

Tabela 1: Oxisterdis associados as doencgas adaptado de Jasakul el al (2011)

Doencas

Oxisterois Cancer  Aterosclerose . Referéncias
neurodegenerativas

5,6-colesterolepoxido N [55, 56]

Colestane-3,5a,6p-triol \ [57-59]
24S-hidroxicolesterol V [60]

25-hidroxicolesterol \ [61-63]
7-hidroperoxicolesterol \ [64]
7-hidroxicolesterol \ [65]

1.6 Sintese de oxisterois

Ha duas categorias principais de oxisterdis bioldgicos: aqueles oxigenados no
anel esterol, principalmente na posigédo 7 como o 7a/B-hidroperoxicolesterol (7a/783-
OOHC), 7-Keto e 7a/B-hidroxicolesterol (7 a/73-HC) e aqueles oxigenados na cadeia
lateral por exemplo o 24S-HDC, 25-HDC e 27-HDC. Geralmente, os esterois
oxigenados no anel esterol tendem a ter origem n&o enzimatica enquanto os esterois
oxigenados na cadeia lateral sdo de origem enzimatica, mas existem excegdes para
25-HDC e o 7a-HC que podem ser produzidos por duas vias, enzimatica ou nao-
enzimatica [66].

A acdo de espécies reativas de oxigénio sobre o colesterol, em especial a
hidroxila, retira um atomo de hidrogénio alilico na posigédo C-7. O radical de carbono
gerado em C-7 é instavel e ainda pode reagir com oxigénio molecular para formar um
radical peroxila colesterol (COQOe). A abstracao de hidrogénio a partir de outro lipidio

gera os hidroperdxidos (7a/73-O0OHC). Os hidroperoxidos de colesterol foram

32



detectados em niveis baixos em algumas amostras biologicas, incluindo a placa de
aterosclerose humana. Os 7a/7p-O0OHC sao os principais oxisteréis formados nas
fases iniciais da oxidagdo ndo enzimatica do colesterol e estdo em baixas
concentracoes nos tecidos. Na presenca de metais de transicao, os 7a/7-O0OHC séao
decompostos em radicais 7a/-alcoxi, e podem gerar os 7a/B-hidroxicolesterol e 7-
Keto (Figura 8A), estes sdo os principais oxisterois formados n&o enzimaticamente e
presentes na maioria dos tecidos [66, 67].

A hidroxilagao enzimatica da cadeia lateral de colesterol da origem ao 24S-, 25-
e 27-HDC, sintetizados por enzimas diferentes:

() O colesterol 24-hidroxilase (CYP46A1) também é uma enzima P450
localizada no reticulo endoplasmatico, altamente expresso nas células neuronais do
cérebro e da retina e dao origem ao 24-HDC (Figura 8B), sendo o cérebro a principal
fonte de circulacéo desse oxisterol [66].

(I1) O colesterol 25-hidroxilase € uma proteina ndo-heme que contém ferro, ndo
derivado da enzima P450, e é expresso em niveis muito baixos na maior parte dos
tecidos. Apesar disso, existe um interesse na enzima devido a atividade do seu
produto 25-HDC (Figura 8B) sobre a SREBP para a regulagdo transcricional
dependente de colesterol. A enzima colesterol 25-hidroxilase esta localizada nas
membranas do reticulo endoplasmatico e do complexo de Golgi, onde a SREBP, a
proteina de ativagdo de clivagem da SREBP (SCAP) e a proteina INSIG (gene
induzido por insulina) também sao encontradas [66, 68].

(Il O esterol 27-hidroxilase (CYP27A1) é uma enzima P450 mitocondrial
expressa em muitos tecidos, especialmente no figado e macréfagos, esta atua no
primeiro passo de vias alternativas para a sintese de acidos biliares. O CYP27A1
catalisa a adicdo de um grupo hidroxila na cadeia lateral do colesterol e também de
varios esteréis, formando o 27-HDC (Figura 8B) [66, 67].
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Figura 8: Esquema da formagao dos oxisterois adaptado de Brown & Jessup, 2009. A estrutura do colesterol &
mostrada com anéis com letras (A-D) e atomos de carbono numerados (1-27). Estruturas incompletas dos
oxisterois enfatizando uma oxigenagéo adicional. Ch25h= colesterol 25-hidroxilase; ROS= Reactive oxygen

species (espécies reativas de oxigénio).

Os oxisterois adquiridos por dieta ou excretados pelo figado, podem ser
absorvidos no intestino e seguir diferentes caminhos, voltar para o intestino através
dos transportadores ABCG5 e ABCGS8, se esterificar sendo bons substratos para
ACAT em células e LCAT no plasma, ou ainda serem metabolizados ou degradados
no figado. Nos enterécitos ocorre a reagao da ACAT com os oxisterdis onde sao
incorporados nos quilomicrons, VLDL, LDL e HDL, assim os oxisterdis pode ser
transportado para diferentes células e tecidos do organismo. A maioria dos colesterdis
oxigenados s6 podem ser eliminados por transportadores de lipides de membranas

especificos em células, devido a sua hidrofobicidade [69].
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2. OBJETIVOS

35



Objetivos

Identificar e quantificar os oxister6is de origem enzimatica (24S-, 25-, 27-
Hidroxicolesterol) e ndo enzimatica (7-Ketocolesterol) em plasma e ateromas de

individuos com DAP, comparando-os a um grupo controle (CTL).
Avaliar a associagdo entre a atividade inflamatéria sistémica, estimada pela
concentracdo da proteina C reativa, e os niveis plasmaticos e teciduais dos

oxisterois.

Determinar e quantificar marcadores de sintese e de absorgéo de colesterol em

plasma e ateromas dos grupos DAP e CTL

Mensurar a atividade de proteinas de transferéncia de lipides (CETP e PLTP) nos
grupos DAP e CTL
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3. METODOS
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3.1 Casuistica

Foram incluidos 10 individuos (54 a 84 anos) de ambos os géneros, portadores
de doenca arterial periférica aterosclerética grave, encaminhados ao Hospital de
Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) para cirurgia de
amputacao pelo Departamento de Cirurgia, area de Moléstias Vasculares Periféricas.
Destes individuos foram retiradas as artérias femoral, poplitea ou tibial posterior ou
anterior, selecionadas pela presenca de placa aterosclerética (grupo DAP). Além
desses, foram arrolados 13 individuos (45 a 78 anos), de ambos os géneros, com
neoplasia gastrica submetidos a cirurgia de gastrectomia total ou parcial pelo
Departamento de Cirurgia, area de Moléstias do Aparelho Digestivo, cuja artéria
gastro-omental direita (GOD) foi removida e utilizada como controle (grupo CTL). Em
todos individuos arrolados, uma avaliagao clinica pormenorizada foi realizada e todas
as artérias coletadas foram avaliadas histologicamente para constar a auséncia ou
presenca da placa aterosclerética. No grupo DAP, foram considerados critérios de
exclusao: presencga de infec¢gdo aguda ou crénica, dislipidemias graves e pacientes
cujas lesbes decorreram ou se agravaram por traumas. No grupo CTL, foi também
considerado critério de exclusao a presenga de doenga aterosclerética ou neoplasica
na artéria GOD. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Instituicdo (em Anexo) e todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre

e esclarecido.

3.2 Materiais biolégicos

Apods dissecacgao cuidadosa, as artérias foram seccionadas em duas partes: (i)
8 mm da regido central da artéria com ou sem ateroma armazenado em solugéo
tamponada de formol a 10%, para analise histologica para determinacéo da
classificagdo e presenca do ateroma ou nao no caso de controles (ii) cerca de 8 cm
acondicionados em tubos criogénicos imediatamente colocados em nitrogénio liquido
até serem transferidos para freezer -80°C. Esse segundo seguimento foi utilizado para
analises bioquimicas.

Sangue venoso periférico coletado antes das cirurgias foi centrifugado a 3.500
rom por 15 min. EDTA e 10 pyL de BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol, 0,2 mg/mL em
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metanol) foram adicionados para inibir a degradacao dos lipides de interesse. As

amostras foram armazenadas a -80°C.

3.3 Técnicas de preparo de laminas e classificagoes histolégicas

De acordo com Junqueira & Junqueira (1983) e modificacbes, cerca de 8mm
foi retirado de um segmento de artéria com ou sem ateroma com o auxilio de um bisturi
cirurgico. Essas pegas foram mantidas em frasco com no minimo um volume 20 vezes
maior de solucao formol para fixagcao por 24h. Apds essa etapa, a peca foi transferida
para alcool 70% para desidratagao, posteriormente para xilol e substituido por parafina
fundida a 60°C para o processo de impregnagao. Na proxima etapa utilizamos um
micrétomo para obtengdo de cortes seriados, delgados e uniformes dos blocos de
parafina com as pecas de artérias com ateromas. A espessura dos cortes variou entre
5e7 um[70].

As fitas geradas dos cortes foram transferidas para um banho-maria, onde
foram retiradas as dobras e evitado as bolhas. A agua deve variar de 3°C a 8°C abaixo
do ponto de fusao da parafina utilizada. Os cortes foram separados utilizando |aminas
de vidro limpas com detergente, estocadas em alcool 80% e secas. No final os cortes
foram depositados em uma estufa a 60°C para secagem entre uma e 24 horas.

Para a fase de coloragao os cortes foram retirados da parafina e hidratados.
Nesse procedimento a fita passou por um processo de banhos de xilol, alcool e agua,
na seguinte sequéncia: 1- Banho de xilol por cinco minutos; 2- Banho de xilol por dois
minutos; 3- Banho de xilol por 1 minutos; 4- Alcool 100% por um minuto; 5- Alcool 95%
por um minuto; 6- Alcool 70% por um minuto e 7- Agua por 2 minutos. As laminas
foram coradas por HE (hematoxilina e eosina), T. Masson (tricromo de masson) e
WvG (Weigert - van Gieson).

Para as classificagbes histologicas dos ateromas foram utilizadas duas
metodologias, Virmani et al (2000) (Tabela 1) e Stary et al (1994 e 1995) (Tabela 2).
Essa etapa foi realizada em parceria com o Prof. Dr. Fabio Rogerio do departamento

de anatomia patolégica da faculdade de ciéncias médicas da UNICAMP [37-39].
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Tabela 1: Classificagao histolégica de Virmani et al (2000)

Classificagao

Descrigéao

Trombose

Lesbes nao aterosclerdticas
da intima; Espessamento da
camada da intima

Xantomas da intima, ou
"estrias gordurosas"

Lesbes aterosclerdticas
progressiva.
Espessamento da intima
patologica

Eroséo

Capa fibrosa do ateroma

Erosao

Fina capa fibrosa do ateroma

Ruptura da placa

Nodulo calcificado

Placa fibrocalcica

Acumulo normal de células do
musculo liso na intima na auséncia
de células espumosas ou estrutura

lipidica

Acumulo luminal de células
espumosas, sem um nucleo
necrotico ou capsula fibrosa. Com
base animal e dados humanos,
essas lesdes geralmente regridem

Células do musculo liso em uma
matriz rica em proteoglicano com
areas de acumulo de lipidios
extracelulares sem necrose

Trombose luminal; placa
semelhante com a descrigéo
anterior

Nucleo necrético bem formado com
uma capa fibrosa sobrejacente

Trombose luminal; placa
semelhante com a descrigédo
anterior, sem comunicagao de
trombo com nucleo necrotico

Fina capa fibrosa infiltrada por
macroéfagos e linfécitos com raras
células do musculo liso e um
nucleo necrotico subjacente

Fibroateroma com ruptura da capa;
trombo luminal se comunica com o
nucleo necrotico subjacente

Calcificagao nodular eruptiva com
placa fibrocalcica subjacente

Placa rica em colageno com
estenose significativa, geralmente
contém grandes areas de
calcificagdo com poucas células
inflamatoérias; um nucleo necrético
pode estar presente

Ausente

Ausente

Ausente

Trombo mural em sua
maioria e raramente
oclusiva

Ausente

Trombo mural em sua
maioria e raramente
oclusivo

Ausente, pode conter
intraplaca
hemorragia/fibrina

Trombo normalmente
oclusivo

Trombo geralmente
nao oclusivo

Ausente
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Tabela 2: Classificagao histologica de Stary et al (1994 e 1995)

Classificacao histolégica do ateroma

Termos para as mesmas lesdes com
base na aparéncia a olho nu

Lesao tipo | Lesao inicial
Lesao tipo Il
lla Progressao propensa da
lesao tipo Il Les3o
Estrias gordurosas
b Progresséo resistente da precoce
lesao tipo Il
Leséo intermediaria
Lesao tipo lll
(pré ateroma)
Leséo tipo IV Ateroma
Placa ateromatosa,
Va Fibroateroma (leséo tipo V)  Placa fibrolipidica, Placa
fibrosa
Vb Lesao calcificada (lesao tipo Placa calcificada )
VII) Lesao
Loso fibrética (Lesso i avancada
Ve esao fibrotica (Lesao tipo Placa fibrosa
VIII)
Lesao com defeito na
Les3o tipo VI superficie e/ou. Lesdo compI!cada, placa
hematoma/hemorragia e/ou complicada

depdsito trombotico
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3.4 Analises bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas em equipamento modular
automatizado ROCHE Diagnostics (West Sussex, England), usando reagentes
Roche Diagnostics (Mannheim, Germany). O colesterol total (CT), TG, HDL-C e
glicose foram dosados por métodos enzimaticos. A ureia e a creatinina foram
mensuradas por método cinético. A LDL-C foi calculada pela formula de
Friedewald e a VLDL-C pela divisédo de triglicérides sobre 5 (TG/5) [71]. A Apo-
A-1, B e Lp(a) foram dosadas por nefelometria no sistema automatizado BNII
com reagentes Dade-Behring (Marburg, Germany). A hemoglobina glicada
(HbA1c) foi quantificada por equipamento HPLC VARIANT™ || (Califérnia,
United States). A proteina C reativa (PCR) foi dosada por imunonefelometria
ultrassensivel mensurada por BN ProSpec Siemens Healthcare Diagnostics
(New York, United States).

3.5 Atividade da proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP)

De acordo com Lagrost (1998) e adaptagdes, a atividade da CETP foi
determinada em plasma por ensaio exdgeno radiométrico. As analises foram
feitas em duplicatas e foram baseadas na transferéncia de colesterol
esterificado, marcado com carbono 14 ('“C-CE) de particulas da HDL, para
particulas aceptoras VLDL e LDL. Para cada microtubo foi adicionado 50 pL de
14C-HDL (diluido 40 mg/dL de colesterol), 200 yL de LDL-VLDL (diluido 200
mg/dL de colesterol), 30 yL tampéo Tris (adicionar 50 pyL no branco) e 20 pL de
plasma do voluntario como fonte de CETP. As amostras foram homogeneizadas
e incubadas por duas horas a 37°C. Apds o periodo de incubagao as amostras
foram resfriadas e precipitadas com 30 yL de sulfato de dextrana e MgCl2 (1:1),
homogeneizada e incubada a 4°C por 30 minutos. Em seguida centrifugou-se a
4°C por 15 minutos a 3000 rpm. Foi retirado 200 pyL do sobrenadante e
adicionado em novo tubo contendo 2,5 mL de solugao contadora. A leitura foi
realizada no contador de cintilagdo beta (PACKARD, TRICARB 2100) e os

resultados foram expressos na porcentagem da transferéncia de '“C-CE [72].
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3.6 Atividade da proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP)

A atividade da PLTP foi realizada por ensaio exdgeno, avaliando a
transferéncia de '“C-fosfatidilcolina de lipossomos para particulas aceptoras de
HDL3. Em cada microtubo foi adicionado 15 uL de substrato lipossoma (10 umol
de fosfatidilcolina, 0,5 uCi de 14C-Fosfatidilcolina e 100 nmol BHT), 250 ug de
HDL3, completado o volume para 400 uL com tampéo Tris-HCL (10 pL a mais
no branco), 10 pL de plasma do voluntario como fonte de PLTP (1:10), a mistura
foi homogeneizada e incubada com os microtubos abertos a 37°C por 45
minutos. Apds a incubacao a reacao foi parada com a adicdo de 300 uL de
solugdo precipitante (MnCl2, heparina 10U/mL), homogeneizada por 10
segundos, mantida a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugada a
15000 rpm por 10 minutos. Em seguida foi retirado 500 yL do sobrenadante e
adicionado em novo tubo contendo 3 mL de solugdo contadora. A leitura foi
realizada no contador de cintilagdo beta (PACKARD, TRICARB 2100) e os

resultados calculados em nmol de fosfatidilcolina/mL/hora [73].

3.7 Extragoes de oxisterdis em artérias e plasma

Adaptado de Hodis et al (1991) para extragao lipidica em tecidos, as
artérias foram pesadas e adicionadas a tubos contendo cerca de 500 uL de PBS-
EDTA (phosphate buffered saline - Ethylenediamine tetraacetic acid) pH 7,4 e 6
mL de solugédo Folch (2 cloroférmio : 1 metanol) com BHT (5 upg/mL). Essa
solugdo foi homogeneizada pelo triturador IKA(R) Ultra-Turrax T25 basic
Disperser (Staufen, Germany). Posteriormente o tubo contendo o
homogeneizado foi centrifugado em 3000 rpm por 15 minutos a 4°C. A fase
organica foi adicionada em novo tubo e o solvente contendo a solugédo organica
foi removido por evaporagao a vacuo Genevac EZ-2 plus (Ipswich, England) em
temperatura ambiente [74].

Para as etapas de extragdo dos oxisterois, foram adicionados 100 ng dos
padrées  internos  deuterados  ([2H5]24S-hidroxicolesterol, [2H3]25-
hidroxicolesterol, = [2H5]27-hidroxicolesterol e  [d7]7-ketocolesterol) e
saponificadas com 0,4 M de KOH em etanol, por duas horas em temperatura

ambiente. Logo apds o pH da amostra foi ajustado para 7,0 com acido fosforico,
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extraida com 6 mL de solugéo fisiologica, 20 mL de cloroférmio e centrifugada a
2000 rpm a 4°C por 15 minutos. A fase superior foi descartada e a fase orgénica
contendo os lipides foi evaporada e redissolvida em tolueno. O colesterol foi
separado dos oxisterodis por extragdo em fase solida utilizando colunas Sigma-
Aldrich Supelclean LC-Si SPE Tubes SUPELCO (Bellefonte, Pennsylvania). As
amostras foram derivatizadas com solugao silanizante, composta por 100 yL de
piridina e 100 yL de BSTFA (N, O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida), 1% TMCS
(trimetilclorosilane) (1/1, v/v) e incubados por 1 hora a 60°C. Os oxisterois foram
medidos por cromatografia gasosa acoplado ao espectrofotdbmetro de massa
Shimadzu GCMS-QP2010 plus (Kioto, Jap&o). As concentragbes dos oxisterois
foram corrigidas pela massa das artérias e expressas em ng/mg de tecido [75-
77].

As extracdes dos esterdis plasmaticos oxidados foram realizadas a partir
da adigao dos padrées internos citados no paragrafo anterior, partindo de 1 mL
de amostra. As concentragdes dos oxisterdis em plasma foram corrigidos pela

quantidade de colesterol plasmatico e expressos em ng/mg de colesterol.

3.8 Extragdes de marcadores de sintese e absorgao de colesterol em
artérias e plasma

Os esteréis do plasma marcadores de absorcdo do colesterol intestinal
(campesterol e B-sitosterol) e os marcadores de sintese de colesterol
(desmosterol e latosterol) foram medidos por cromatografia gasosa no
cromatografo a gas (GC) acoplado ao espectrofotobmetro de massa (MS) marca
Shimadzu GCMS-QP2010 plus (Kioto, Japao) utilizando verséo 2.5 do software
GCMS solution.

Em artérias foi utilizado o mesmo processo para extragao de oxisterodis em
tecido como descrito anteriormente. Em seguida seguiu-se as etapas para
extracdo de marcadores de sintese e absorgao de colesterol em plasma, 200 puL
de amostra foram misturadas com o padréo interno (1ug de 5a-colestane) e
saponificadas com 1 mL de KOH diluido em etanol (1mol/L) a 60°C por 1 hora.
Em seguida, a amostra foi misturada com 1 mL de agua e extraida duas vezes

com 2 mL hexana. O extrato de hexana contendo os esterois foi seco sob fluxo
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de nitrogénio e derivatizado com solugéo silanizante. Um microlitro da amostra
foi injetado no cromatografo pelo injetor automatico em modo de injegéo split
com taxa de split 1:3 e a temperatura do injetor foi mantida 280°C. A
quantificacédo baseou-se no cromatograma de ions totais com corregao pelo
padrao interno 5a-colestane. Em artérias os resultados foram expressos em ug/g
de tecido e plasma em ng/mg de colesterol total [78, 79].

Os métodos para quantificacdes de marcadores de sintese e absorgao do
colesterol e os oxisterois sintetizados enzimaticamente (24S-HDC, 25-HDC e 27-
HDC) e n&o enzimaticos (7-Keto) em plasma e ateromas foram realizados e
padronizados em colaboracdo com a Dr? Valéria Sutti Nunes do Laboratério de
Lipides (LIM-10) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FM-
USP), coordenado pela Prof? Dr? Edna Regina Nakandakare.

3.9 Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos em média e desvio padrao ou mediana e
intervalo interquartil apds teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Foram usados
teste estatistico de Mann Whitney para comparagdes entre grupos, teste de Chi-
quadrado para sexo e morbidades e coeficiente de correlagcdo de Sperman entre
as variaveis. Para verificar diferengas entre géneros em cada grupo (CTL e
DAP), foram realizadas comparagbes por sexo. O valor de p<0,05 foi
considerado significante. Foram utilizados os softwares GraphPad Prism 5 e

SPSS 21 para as analises estatisticas.
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4. RESULTADOS
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4.1 Parametros antropométricos e bioquimicos

Os voluntarios dos grupos controle (CTL) e doenga arterial periférica

(PAD), se diferenciaram apenas em pressao arterial sistdlica, etilismo, proteina

de transferéncia de fosfolipides (PLTP), proteina C reativa (PCR) e glicose, todas

maiores no grupo DAP (Tabela 3 e 4).

Tabela 3: Comparagdes clinicas e antropométricos dos voluntarios

Total Grupos
A CTL DAP cTL DAP
Parametros (n=13) (n=10) P Homem Mulher P Homem Mulher P
(n=6) (n=7) (n=7) (n=3)

Idade (anos) 64+10 72111 0,082 64110 64+11 0,943 70112 7617 0,667
IMC (kg/m?) 23,4+3,9 22,3+2,8 0,642 22,843,2 24+4.6 0,945 22425 23+3,8 0,833
PAS (mmHg) 123+10 147+17  0,002*  122+11 123110 0,841 148117 143121 0,908
PAD (mmHg) 7418 74123 0,109 7419 738 0,920 72128 7716 0,331
Tabagismo (%) 46 60 0,510 50 43 0,797 71 33 0,260
Diabetes (%) 23 60 0,072 16,6 28,5 0,612 43 100 0,091
Hipertensao (%) 38 70 0,133 33,3 43 0,725 57 100 0,175

Hipolipemiantes (%) 15 0 0,194 0 28,5 0,955 0 [
Antidiabéticos (%) 15 40 0,183 0 28,5 0,155 14 100 0,011*
Antihipertensivo (%) 31 40 0,645 16 43 0,308 28,5 66 0,60

Dados apresentados como médiatdesvio padréo. p= teste Mann Whitney ou Chi-quadrado. CTL= controle;
DAP= doenca arterial periférica; IMC= indice de massa corporea; PAS= pressao arterial sistélica; PAD=

pressao arterial diastolica. *p<0,05= significante.

Comparagdes por género entre 0s grupos, ndao mostraram diferengas

significantes entre os voluntarios CTL. Ja entre DAP 71% eram tabagistas. Todas

as mulheres no grupo DAP faziam o uso de antidiabéticos (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 4: Comparagdes bioquimicas dos voluntarios

Total Grupos
CTL DAP
Parametros (::;Ia) (r?::ll?)) P Homem Mulher P Homem Mulher P
(n=6) (n=7) (n=7) (n=3)

CT (mg/dL) 167145 139445 0,218 161154 173438 0,731 128155 157+13 0,250
HDL-C (mg/dL) 3910 34110 0,491 3415 43+12 0,074 3210 3611 0,786
LDL-C (mg/dL) 103140 86136 0,404 104149 102135 0,945 79146 97+9 0,250

VLDL-C (mg/dL) 26111 2010 0,179 2319 29+12 0,317 177 24114 0,881

TG (mg/dL) 130153 98+51 0,192 113445 145+59 0,295 85135 119174 1,000
Apo-A1 (mg/dL) 94117 94126 0,947 86x14 101+£18 0,137 89128 104122 0,714
Apo-B (mg/dL) 7318 81135 0,422 71421 7517 0,836 70+39 103110 0,167
Lp (a) (mg/dL) 18(31) 43(59) 0,204 17+19 33132 0,234 40443 6117 0,262

CETP (%) 1414 167 0,689 1414 1415 0,534 1716 1519 0,714

PLTP (nmolFC/mL/h) 8,0+1,7 9,8+1,7 0,019* 7,7£1,7 8,1+1,8 0,945 10+1,3 8,5+1,7 0,167
Glicose (mg/dL) 99+47 134452 0,049* 109468 90+17 0,886 108430 185151 0,052
HbA1c (%) 6,0+1,3 9,849,6 0,463 6,4+1,9 5,6+0,6 0,513 10,3%11,3 8,240,6 0,285
PCR (mg/dL) 0,77(1,5) 7,59(8,8)  0,008* 3,2+6,6 1,6+2,6 0,945 7,155 11,245,0 0,262
Creatinina (mg/dL) 0,77(0,2) 0,74(0,2) 0,495  0,97+0,32 0,72+0,1%5 0,101  1,08%0,85 0,63+0,10 0,109
Ureia (mg/dL) 28+7 42+63 0,475 29+5,5 2848,5 0,886 49+76 26+11 0,647

Dados apresentados como médiatdesvio padrao ou mediana(intervalo interquartil). p= teste Mann Whitney. CTL= controle; DAP= doenga arterial periférica; CT= colesterol total;
HDL-C= high density lipoprotein cholesterol (lipoproteina de alta densidade colesterol); LDL-C= low density lipoprotein cholesterol (lipoproteina de baixa densidade colesterol);
VLDL= very low density lipoprotein cholesterol (lipoproteina de muito baixa densidade colesterol) TG= triglicérides; Apo-A1= apolipoproteina-A1; Apo-B= apolipoproteina-B;
Lp(a)= lipoproteina (a); CETP= cholesteril ester transfer protein (proteina de transferéncia de ester de colesterol); PLTP= phospholipids transfer protein (proteina de transferéncia
de fosfolipides) (nmol de fosfatidilcolina/mL/Hora); HbA1c= hemoglobina glicosilada; PCR= proteina C reativa. *p<0,05= significante.

48



Em relagdo aos dados hematoldgicos entre os grupos, foi observado
diferenca apenas em relagdo a concentracdo de células vermelhas do sangue
(RBC) maiores no grupo CTL (Tabela 5).

Tabela 5: Comparag¢des hematoldgicas dos voluntarios

Total
CTL DAP

(n=13)  (n=10)
WBC (10%mm?®  8,3t35 1251 0,058
RBC (10%mm? 4,306 3,6£0,4 0,015*

Hemoglobina (g/dl) ~ 12+2 10,414 0,099
Hematdcrito (%) 3616 32+4,6 0,100

Plaquetas (103/mm3) 3481120 4741403 0,641
Linfocitos (103) 1,6£0,7 1,8x0,6 0,494
Mondcitos (10%) 0,9+0,3 0,9+0,6 0,819
Eosindfilos (10%) 0,2+0,1 0,3x0,3 0,446

Dados apresentados como médiatdesvio padrdo. p= teste Mann Whitney. CTL= controle; DAP= doenca arterial
periférica; WBC= white blood cells (células brancas do sangue); RBC= red blood cells (células vermelhas do
sangue). *p<0,05= significante.

Parametros

Foram realizadas comparacgdes estatisticas entre tipos de géneros de cada
grupo (Homem CTL Vs. Homem DAP) e (Mulher CTL Vs. Mulher DAP), mas nao foi

observado diferencgas significantes para nenhuma variavel (Tabelas 3, 4 e 5).

4.2 Oxisterdis em plasma e artérias

Em plasma, comparagdes entre os grupos mostraram apenas diferencga
significante em relacédo ao 25-HDC e uma tendéncia de aumento do 27-HDC
também em DAP. Analises por género entre os grupos, nao indicou diferencas
significantes em CTL, entretanto em DAP o 7-Keto foi significantemente maior em
homens (Tabela 6).

Em artérias, comparacdes entre CTL e DAP indicaram que as concentracoes

de oxisterdis 24S-HDC e 27-HDC foram respectivamente cerca de 5 e 20 vezes
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maiores em ateromas, ja o 25-HDC curiosamente esteve em maior concentracéo

em CTL. Em relagdo ao 7-Keto ndo houve diferenga significante. (Tabela 6).

Por género em grupos o 24S-HDC esteve 2,4 vezes em maiores

concentracbes nas mulheres CTL. No grupo DAP o 7-Keto nas mulheres foi

semelhante, cerca de 2,25 vezes maior comparado aos homens. No restante néo

houve diferenca estatistica (Tabela 6).

Tabela 6: Concentragao de oxisterdis em plasma e artérias dos voluntarios

Total Grupos
o CcTL DAP CTL DAP
Oxisterois (n=13) (n=10) Y Homem Mulher P Homem Mulher P
(n=6) (n=7) (n=7) (n=3)

Plasma

(ng/mgCT)

24S-HDC 49(18) 56,1(46) 0,491 53t14 5048 0,945 58125 7535 0,571
25-HDC 3,9(1,9) 6,3(2) 0,004* 4,011 4,61£1,7 0,945 6,91£1,8 6,510,7 0,571
27-HDC 66,6(32,4) 93,4(26,4) 0,076 7716 73123 0,534 109160 97+16 0,785
7-Keto 55,1(33,1) 66,4(18,4) 0,690 68121 69143 0,445 78122 47115 0,036*
Artérias

(ng/mgTecido)

24S-HDC 0,20(0,23) 0,92(4,81) 0,016* 0,14+0,03 0,33%0,16 0,042* 2,0+2,6 5,617,8 0,833
25-HDC 0,91(1,04) 0,50(0,64) 0,020* 1,240,9 1,0£0,4 0,788 0,4+0,4 1,0£1,0 0,267
27-HDC 0,43(0,92) 9,27(29,8) 0,001* 0,34+0,19 1,4+1,4 0,164 13,0x13,6 20,1+25,8 0,667
7-Keto 14,8(13,9) 21,8(23) 0,228 117 1817 0,149 16£10 36+11 0,033*

Dados apresentados como médiatdesvio padrdo ou mediana(intervalo interquartil). p= teste Mann Whitney.
CTL= controle; DAP= doenga arterial periférica; CT= colesterol total; 24S-HDC= 24S-Hidroxicolesterol; 25-
HDC= 25-Hidroxicolesterol; 27-HDC= 27-Hidroxicolesterol; 7-Keto= 7-Ketocolesterol. *p<0,05= significante.
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Avaliando conjuntamente os dois grupos (CTL e DAP) n=23, a PCR se
correlacionou positivamente com o 24S-HDC (r=0,555; p=0,009), 25-HDC (r=0,782;
p=0,000) e 27-HDC (r=0,564; p=0,008) dosados em plasma. O 24S-HDC também
se correlacionou negativamente com triglicérides e VLDL-C e o 25-HDC com
colesterol total (Tabela 7). Em ateromas do grupo DAP foi observado uma
correlagdo da PCR com o 24S-HDC (r=0,397, p=0,041) e 27-HDC (r=0,451,
p=0,023).

Tabela 7: Correlacao de parametros bioquimicos plasmaticos (CTL + DAP) n= 23

24S-HDC 25-HDC 27-HDC
r p r P r p

Parametros

CT (mg/dL)  —— - -0,513 0,017 e
TG (mg/dL)  -0,558 0,009 - e e e
VLDL-C (mg/dL) -0,562 0,008 = e e e
PCR (mg/dL) 0,505 0,010 0,748 <0,001 0,475 0,015

24S-HDC= 24S-Hidroxicolesterol; 25-HDC= Hidroxicolesterol; 27-HDC= Hidroxicolesterol; CT= colesterol total;
TG= ftriglicérides; VLDL= very low density lipoprotein cholesterol (lipoproteina de muito baixa densidade
colesterol); PCR= proteina C reativa. r= coeficiente de correlagdo de Spearman. p<0,05= significante.

4.3 Marcadores de sintese e absorgao do colesterol em ateroma e plasma

Em plasma ndo observamos diferengas significantes entre CTL e DAP, nem
entre género por grupo para os fitoesterdis (campesterol e [-sitosterol) e
marcadores de sintese (Tabela 8).

Em artérias ndo foi possivel comparar e observar diferengas significantes
entre os grupos por falta de tecido suficiente para extragao de esteréis em CTL. Nao
observamos distingao entre géneros do grupo DAP (Tabela 8).
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Tabela 8: Marcadores de sintese e absor¢cédo do colesterol em plasma e artérias

Total Grupos
CcTL DAP CTL DAP
Marcadores (n=13) (n=10) p Homem Mulher p Homem Mulher p
(n=6) (n=7) (n=7) (n=3)
Plasma
(ng/mgCol)
Desmosterol 1,9+0,4 2,2+2,6 0,177 1,9+0,4 1,9+0,5 1,000 2,5+2,9 1,6+0,6 0,571
Latosterol 1,5+0,8 1,5+0,9 0,787 1,6£0,5 1,4+0,9 0,530 1,6£1,1 1,3+0,3 1,000
Campesterol 1,3+0,6 2,2+2,6 0,330 1,5+0,6 1,1£0,5 0,432 2,943,1 1,1£0,7 0,392
[B-sitosterol 1,0£0,3 1,8+2,0 0,200 1,2+0,3 0,8+0,2 0,106 2,2+25 1,1£0,4 0,786
Artérias
(ng/gTecido)
Desmosterol ~  ----- 13,7115 - e e e 11,9¢11,1 17,1£13,9 0,548
Latosterol = - 29422 - e e e 2,2+1,8 4,327 0,381
Campesterol - 6,7¢6,8 - e e e 57+7,3 8,616,4 0,167
B-sitosterol - 10,1488  -—— e e 8,819,8 12,6£7,5 0,167

Dados apresentados como médiatdesvio padrado. p= teste Mann Whitney. CTL= controle; DAP= doenga arterial

periférica. *p<0,05= significante.
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4.4 Classificagoes histologica dos ateromas do grupo DAP

Apos analises histologicas descritivas de acordo com duas metodologias
(Virmani et al., 2000 e Stary et al, 1994 e 1995) foi constatado lesbes
ateroscleroticas de grau avangado em todos os 10 ateromas classificados (Tabela
9). A Tabela 9 abaixo demonstra o numero de individuos que se enquadrou em cada

tipo de classificagao.

Tabela 9: Classificagao histolégica dos ateromas

Grupo DAP (n=10)

Virmani et al., 2000

Stary et al., 1994 e 1995

- n .
Descrigcao Descricao
“Erosao”. Trombose luminal; Nucleo
necroético bem formado com uma capa . .
) ) P Lesao Va: Fibroateroma; Placa
fibrosa sobrejacente, sem N
L : 2 ateromatosa, Placa fibrolipidica, Placa
comunicagao de trombo com nucleo ! L
o fibrosa; lesao avancada.
necrotico. Trombo mural em sua
maioria e raramente oclusivo.
“Capa fibrosa do ateroma”. Com
nucleo necroético nem formado e com - o .
) . Lesdo Vb: Leséo calcificada; Placa
uma capa fibrosa sobrejacente. 1

Trombose esta ausente.

“Ruptura da placa”. A lesao consiste
em Fibroateroma com ruptura da
capa, trombo luminal se comunica
com o nucleo necrético subjacente. O
trombo normalmente oclui o lUmen do
vaso.

“Nodulo calcificado”. Calcificacao
nodular eruptiva com placa
fibrocalcica subjacente. Trombo
geralmente nao oclusivo.

“Placa fibrocalcica”. Consiste em
placa rica em colageno com estenose
significativa, geralmente contém
grandes areas de calcificagdo com
poucas células inflamatérias; um
nucleo necroético pode estar presente.

calcificada; lesdo avancada.

Lesédo Tipo VI: Lesdo com defeito na
superficie e/ou hematoma/hemorragia
e/ou depdsito trombotico; Lesao
complicada, placa complicada. Lesao
avancada.

n: numero de individuos em cada classificagdo mencionada.
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5. DISCUSSAO
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Esse estudo em humanos revelou o perfil quantitativo de quatro oxisteréis,
trés de origem enzimatica (24S-HDC, 25-HDC e 27-HDC) e um n&o enzimatico (7-
Keto) de voluntarios com doenca arterial periférica aterosclerética grave em plasma
e ateromas. Baseado na literatura, mostramos que esses oxisterdis estao
envolvidos em muitas vias da fisiopatologia da aterosclerose, como na sinalizagéo
e regulacéo da biossintese do colesterol celular e nos mecanismos inflamatorios e
imunoldgicos. Os oxisterois de origem enzimaticas mensurados em plasma de CTL
e DAP se correlacionaram positivamente com a PCR. Em ateromas apenas o0 24S-
HDC e 27-HDC se correlacionou com a inflamacéao sistémica.

Os grupos CTL e DAP foram similares em relacdo a parametros
antropomeétricos e bioquimicos séricos. As variaveis antropométricas e bioquimicas
significantemente, maiores no grupo DAP (pressao arterial sistdlica, glicose e
proteina c reativa) estdo de acordo com fatores de risco para a aterosclerose como
hipertensao, diabetes e outras comorbidades relacionadas a este grupo [80].

O grupo CTL acometido por neoplasia gastrica, ainda que a literatura
evidencie que os oxisterdis também podem estar envolvidos na carcinogénese,
apenas o 5,6-Cholesterolepoxide e o Cholestane-3(3, 5a, 6B-triol constam como
participantes dessa doenca, validando o foco do estudo [54, 55, 57].

A atividade da CETP foi maior no grupo DAP, mas nao foi estatisticamente
significante. Porém varios estudos mostram a alta atividade da CETP como um
contribuinte para o desenvolvimento da aterosclerose [81, 82]. Outro fato que nos
chamou atengao segundo Lin & Morel (1996) é que a CETP pode ser responsavel
também pela transferéncia de oxisterdis esterificados, como o 25-HDC. De acordo
com o estudo, a LCAT é a enzima que catalisa a esterificagao por duas evidéncias:
(i) experimento in vitro mostrou que a esterificagdo do 25-HDC foi parada por
inibidores de LCAT, (ii) os ésteres formados foram monoesteres, ao invés de
diesteres, corroborando com a constatagao de que esterdis com grupo 33-Hidroxila
e configuragao trans nos anéis A/B sdo capazes de servir como ligantes na reagao
de transesterificacdo mediada pela LCAT. Apds esterificado, o 25-HDC s6 pode ser

transferido por proteinas de transferéncia de lipides plasmaticos. Experimento in
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vitro, mostrou que apos a inibicdo da CETP a transferéncia e esterificagdo do 25-
HDC foi cessada, evidenciando uma possivel interagao entre a CETP e a LCAT [83].

Em nosso trabalho a proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP) se
mostrou com maior atividade no grupo DAP. Segundo Laffitte et al (2003) os
oxisterois juntamente com Receptores X do figado (LXR) regulam a expressao do
gene da PLTP no figado e em macréfagos de ratos [84]. Essa ligagdo da PLTP com
oxisterois € pouco explorado, deixando muitas questdes nao respondidas. Em
relacdo a PLTP e a aterosclerose, um estudo demostrou aumento da lesdo e
desestabilidade da placa aterosclerética em ratos transgénicos com maior
expressado de PLTP, além disso, foi observado nas lesbes maior quantidade de
macrofagos e menores de colageno em comparagao com os controles [80]. Outro
estudo sugere que a atividade elevada da PLTP no plasma contribui para formacgéao
da aterosclerose, pelo fato de aumentar a producao de lipoproteinas contendo Apo-
B e diminuir a vitamina E das lipoproteinas, favorecendo a sua oxidagao. No entanto
a PLTP derivada de macrdéfagos produzida no interior da parede arterial ou na lesao,
sao consideradas ateroprotetoras. Essa acdo € dependente da concentragao
plasmatica normal de Apo-A1 [85].

Em relacido aos oxisterois, esse estudo em seres humanos revelou o perfil
quantitativo do 24S-HDC, 25-HDC, 27-HDC e 7-Keto em voluntarios com doenca
arterial periférica aterosclerética grave em plasma e ateroma. Baseado na literatura,
mostramos que esses oxisterois estdo envolvidos em muitas vias da fisiopatologia
da aterosclerose, como na sinalizagdo e regulacdo da biossintese do colesterol
celular e nos mecanismos inflamatoérios e imunoldgicos.

Apesar de nao observarmos diferengca na concentragao plasmatica do 24S-
HDC, evidenciamos que esse oxisterol esteve mais abundante nas artérias com
placas aterosclerédticas. Um fato intrigante € que o 24S-HDC é predominantemente
expresso no cérebro, principalmente em neurbnios, e sao sintetizados como
reguladores do excesso do colesterol cerebral, j4 que sdao mais permeaveis na
barreira hematoencefadlica que o colesterol. Também sao ligantes de dois
receptores hormonais nuclear (NHR), o LXRa expresso no figado, intestino delgado,

rim e tecido adiposo e LXR[ expresso no cérebro e em niveis baixos em muitos
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tecidos. Os NHR quando ligados ao 24S-HDC, ativam a transcri¢do de muitos genes
envolvidos no metabolismo lipidico como a CETP, transportadores ABC, estearoil-
CoA dessaturase-1, SREBP-1 e colesterol 7a-hidroxilase (CYP7A) [86-88]. O 24S-
HDC, ligante de LXR, induz a liberagéo do colesterol de células epiteliais do plexo
coroide (CPE) via ABCA1 e ABCG1 para apolipoproteinas e lipoproteinas do fluido
cérebro-espinhal (CSF), esse mecanismo € dependente de Apo-E. Essa via de
liberacédo de colesterol pode desempenhar um papel importante na homeostase do
colesterol no CSF. No plasma ap6s esterificagdo, o 24S-HDC é transportado pela
Apo-E para o figado, onde pode ser hidroxilado pela CYP7A e convertido em acidos
biliares [89-91]. Porém, a conversdao em acidos biliares € responsavel por apenas
40 a 50 % da eliminagao do 24S-HDC, deixando uma grande fragéo da excregao e
do metabolismo nao explicados [90]. O aumento da concentracao plasmatica desse
oxisterol tem sido descrito em individuos com doengas neurodegenerativas [92],
mas até o presente ndo havia sido relatado o aumento na leséo aterosclerética.

Essas evidencias demonstram que ainda existem muitas questdes nao
resolvidas em relacdo ao 24S-HDC, principalmente seu envolvimento na
aterosclerose, uma vez que nossos dados mostraram o seu aumento na placa de
ateroma do grupo DAP, mas nao na circulagao desses individuos. A relacéo desse
oxisterol em plasma e ateroma com a inflamacéao sistémica em nosso estudo foi
semelhante com a encontrada em outro trabalho com doenga de Alzheimer [53].
Uma recente revisdo tem criado hipoteses de uma causa comum entre a
aterosclerose e a doenca de Alzheimer e o envolvimento de oxisterdis,
principalmente 25-HDC [52].

Nossos experimentos esclarecem que o 25-HDC plasmatico esta em maior
concentracdo no grupo DAP. Varias evidencias mostram o 25-HDC como um
componente da aterogénese. Experimentos in vitro apontam o 25-HDC como
promotor do crescimento da interacdo de mondcitos e células endoteliais adrticas
humanas (HAECs) e do estimulo no aumento de espécies reativas de oxigénio
intracelular. Esse estresse oxidativo pode ser responsavel pela sinalizacdo que
intensificou a expressédo de molécula 1 de adesao da célula vascular (VCAM-1) [93].

Foi relatado que 0 25-HDC modula a secreg¢ao de IL-8 (uma citocina pré-aterogénica
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envolvido na adesdo de mondcitos em células endoteliais vasculares) e inibe a
sintese de tecido inibidor de metaloproteinase 1 (TIMP-1) [94]. A hipdxia gerada
pelo 25-HDC de macrofagos humanos aumenta a secregao de IL-8. Os altos niveis
intracelulares de H202, uma espécie reativa de oxigénio que ativa a proteina
ativadora 1 (AP-1), um fator de transcricdo que se liga ao promotor da sintese de
IL-8, pode ser responsavel por esse processo € levar ao avango do ateroma [95].
Foi evidenciado que mondécitos aderentes e macrofagos derivados de mondécitos
coletado de sangue humano periférico expostos ao 25-HDC originou no aumento
da producéo de IL-8. O aumento foi de 3 a 10 vezes maior em mondécitos quando
comparados com controles (somente meio de cultura ou tratados com colesterol).
Em macréfagos o aumento foi 20 vezes menor que em mondécitos [65]. Esses dados
sugerem que a producao de IL-8 estimulado pelo 25-HDC pode ser maior no sangue
onde os mondcitos circulam. Esses resultados podem estar de acordo com nosso
estudo que mostra a alta concentragdo de 25-HDC no plasma do grupo DAP, onde
a forte correlagdo positiva com a inflamacao sistémica, no caso da PCR, esta
evidenciada.

Varias vias tém sido propostas para a formacdo do 25-HDC. Ha
concentracdes baixas desse oxisterol na maioria dos tecidos e tem sido dificil
demonstrar conclusivamente a sua origem. Dados baseados na literatura em
recentes pesquisas in vivo, sugerem que o 25-HDC pode ter uma fungédo como um
regulador imunoldgico [96].

Nossos dados indicaram que as concentragdes de 25-HDC em tecido foram
maiores nas artérias controle (grupo CTL), quando comparados com as artérias com
placas ateroscleréticas (grupo DAP). Em outro trabalho o 25-HDC se apresentou
em pequenas concentragdes em células espumosas da lesédo ateroscleréticas de
coelhos [50]. Sabe-se que esse oxisterol € um importante inibidor da biossintese de
colesterol em distintos tipos celulares [97, 98]. O 25-HDC provoca o trafego de
colesterol da membrana plasmatica para o reticulo endoplasmatico (RE) por alterar
a estrutura da membrana plasmatica, aumentando a disponibilidade de colesterol
para receptores externos [99]. A sintese de colesterol celular é regulada pela

proteina de ligacdo de elemento regulador de esterdis (SREBP), um receptor
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nuclear residente no RE que é ativado em concentragdes baixas de colesterol. Essa
ativacdo € dependente de dois acompanhantes, o gene induzido por insulina
(INSIG), proteina que ancora o SREBP no RE, e a proteina de ativagao de clivagem
de SREBP (SCAP), que segue o SREBP até o complexo de Golgi onde sofre
processamento proteolitico e em seguida € importado para o nucleo do RE onde se
ligam a genes reguladores de esterdis para produgdo enddgena de colesterol
intracelular. A presenca de esterois no RE inibe esse processo por promoverem
mudancgas conformacionais nos acompanhantes de SREBP, o 25-HDC se ligam as
INSIG e o colesterol na SCAP, cessando a produgéo de colesterol celular [100].
Outro autor também afirma que o 25-HDC diminui a sintese de colesterol, em
grande parte através do cessamento da 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA-redutase
(HMG-CoA redutase), através da inibicdo da transcricdo do gene ou degradacao
acelerada da enzima [101]. Por algum mecanismo desconhecido, nosso estudo
evidenciou que o 25-HDC apresentou-se em baixas concentragcdes nas artérias com
ateromas do grupo DAP. Esse fato pode contribuir para a progressao sistémica da
lesdo por aumentar a produgao do colesterol celular local.

Em relacdo aos marcadores de sintese do colesterol, desmosterol, assim
como o 25-HDC, foi capaz de suprimir a transformacéo de SREBP e a expressao
do gene alvo. O desmosterol é especialmente eficaz para a ativagao de genes alvo
de LXR, tais efeitos do desmosterol sobre SREBP e LXR podem ser relevantes para
a homeostase de lipides nas células e tecidos com alto teor de desmosterol. Um
estudo in vitro demonstrou a capacidade do desmosterol em substituir o colesterol
na manutencao da proliferacao das células J774, contribuindo para a viabilidade e
crescimento celular [102]. Porém em nosso estudo n&o houve relagdo com a doenga
aterosclerdtica e outras variaveis abordadas. Assim como os marcadores de
absorcao do colesterol.

O 27-HDC em nossa investigagdo esteve significantemente aumentado,
cerca de 15 vezes, em ateromas do grupo DAP. Nao foi observado distingao
plasmatica na concentragcdo desse oxisterol. De acordo com outros estudos o 27-
HDC é o oxisterol mais abundante em ateroma [50, 97]. E conhecido que o 27-HDC

€ formado por esterol 27-hidroxilase (CYP27A1) e é o oxisterol mais abundante na
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circulagdo de humanos adultos. A CYP27A1 é amplamente distribuida entre os
tecidos e 6rgéos, sua atividade é maior no endotélio vascular e em macréfagos [103,
104]. A produgao do 27-HDC em células extra-hepaticas e o seu transporte para o
figado, fornece uma alternativa para o transporte reverso de colesterol dependente
da HDL, representando um mecanismo antiaterogénico que contribui para a
regulacédo do colesterol total [105, 106]. Em contraste estudos recentes mostraram
que a acgao do 27-HDC favorece a formacao da aterosclerose, e que o cultivo de
macrofagos contendo 27-HDC em meio de cultura resultou em um significativo
aumento na expressao e secregao de TNF-a. Estas informagdes sugerem que o0 27-
HDC podem modular a resposta inflamatoria e os efeitos da carga infecciosa em
macrofagos, aumentando a produgao de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a
[107]. O mesmo grupo propds que o 27-HDC pode contribuir para respostas imunes
em lesdes ateroscleréticas através do aumento da expressdo de multiplas
moléculas CD, assim como moléculas de MHC de células monociticas, uma vez
que o tratamento de células THP-1 com 27-HDC, mostrou um aumento no numero
de células aderentes [108].

Foi demostrado também que o 27-HDC é capaz de induzir a liberagao de
fator de transformagdo do crescimento beta (TGF-B1) através de uma via
dependente do NF-kB [109]. O NF-kB é relatado como regulador da expressao
génica de citocinas pro-inflamatdrias, enzimas e moléculas de adesao em doencas
inflamatdrias crénicas, como a aterosclerose [109, 110]. O TGF-31 € um mediador
chave em uma variedade de processos patoldgicos, incluindo respostas de
reparacao por fibroblastos [109, 111]. Estudos in vitro em pacientes com doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) demonstraram que o 27-HDC estimulou a
diferenciacao de fibroblastos em miofibroblastos e provocou fortes efeitos sobre o
colageno tipo | e producgao de fibronectina. Os miofibroblastos tém propriedades de
contracdo e capacidade para produzir varias citocinas, fatores de crescimento e
proteinas da matriz extracelular [109, 112]. Estes efeitos fibréticos do 27-HDC
podem contribuir para o estreitamento das vias respiratérias dos pacientes com
DPOC, assim como o estreitamento luminal das artérias no caso da aterosclerose

avangada no grupo DAP em nosso estudo. Um recente trabalho afirma que o 27-
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HDC promove aterosclerose independente da concentracédo de colesterol por meio
de processos pro inflamatorios mediado por receptores de estrogeno alfa, ou seja,
os resultados sugerem que os beneficios ateroprotetores do estrogénio pode ser
atenuado em mulheres mais velhas pelo aumento do 27-HDC com o avango da
idade [113].

De acordo com a literatura, em relacdo ao 27-HDC, existem muitos
experimentos in vitro associados com mecanismos aterogénicos. De fato, em nosso
estudo, esse oxisterol estd acumulado na placa de aterosclerose e foi associado
com a atividade inflamatéria sistémica, porém sao necessarias mais investigagdes
in vivo para comprovar seu principal envolvimento nessa doenga.

Em nosso trabalho ndo houve diferenca do 7-Keto em plasma e em artérias
entre o grupo CTL e DAP, diferentemente do trabalho de luliano et al (2003) que
mostrou uma concentracdo cerca de 35 vezes maior nas placas ateroscleroticas
obtidas de carétidas em relagao as artérias controles (5 individuos em cada grupo).
O mesmo ensaio realizado em figado normal e cirrético ndo mostrou nenhuma
diferenca [114]. Varios outros trabalhos apontam o 7-Keto como um componente
envolvido na doenca aterosclerética [97, 115]. A doenca acometida pelos pacientes
controles do grupo CTL, cancer gastrico, gera estresse oxidativo por diferentes
mecanismos, as células inflamatdrias ativas geram espécies reativas de oxigénio
nessa doenca [116]. Essa evidencia pode explicar o fato de nao constar diferencas
significantes do 7-Keto em nosso estudo, uma vez que esse oxisterol é formado por
oxidacdo nao enzimatica e em condi¢cdes de alta concentragcao de radicais livres
pode ocorrer o aumento da produgao de 7-Keto.

A classificagao histolégica dos tipos de ateromas do grupo DAP mostrou 50%
dos pacientes com ruptura da placa, mas todas as placas sdo avangadas
considerando os resultados histologicos. De acordo com Virmani et al (2000) essa
classificagado é tipica em 60% dos casos de morte subita por trombos no lumen e
sdo as causas mais frequentes de 6bito em homens com menos de 50 anos e
mulheres com mais de 50 anos. Em relagéo as outras classificagdes do grupo DAP:
(1) No caso da capa fibrosa do ateroma ndo ha nenhuma evidéncia clara da

sequéncia de eventos relacionados ao aumento nas mudancas do nucleo lipidico
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para o desenvolvimento da capa fibrosa. (2) Ja as erosdes da placa acontecem em
40% das mortes subitas coronarianas trombaéticas e sdo mais comuns em mulheres
e homens com menos de 50 anos idade, essa classificacdo esta ligada
principalmente com o tabagismo, estando de acordo com nosso estudo. (3) A placa
fibrocalcificada pode ser a etapa final de um processo de ruptura da placa do
ateroma ou erosado com cicatrizagao e calcificagao. (4) O nodulo calcificado, € uma
causa menos frequente de oclusao arterial trombdtica sem ruptura, geralmente
estas lesdes sao encontradas na artéria coronaria direita [39]. Nao observamos
associagdes das classificagdes histolégicas com outras variaveis.

O foco desse estudo foi avaliar o perfil de oxisteréis na doenca arterial
periférica grave. Apesar da patologia conhecida dos controles, estudos
bibliograficos prévios demonstraram a nao interferéncia nos esterois estudados.
Apenas com o 7-Keto foi observado possivel influéncia da geragao de radicais livres
na biossintese desse oxisterol. Mesmo assim evidenciamos dados relevantes dos
oxisterois analisados em seres humanos em relagdo a doenga ateroscleroética, a

qual abre novos caminhos para novos estudos e perspectivas.
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6. CONCLUSAO
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A concentracao dos oxisterois de origem enzimatica 24S-HDC e 27-HDC é
substancialmente maior nos segmentos arteriais com ateroma quando comparado
aos controles. O 25-HDC e o 7-Keto ndo tiveram a mesma associagao com a
presenca do ateroma.

Embora a atividade inflamatoria sistémica se correlacione com os niveis
plasmaticos de todos os oxisterdis de origem enzimatica, essa atividade sé se
correlacionou com o conteudo do 24S-HDC e 27-HDC na parede arterial. Como os
niveis plasmaticos de 25-HDC foram mais elevados nos individuos com DAP, é
possivel que esse oxisterol se associe indiretamente com a doencga, estimulando ou
sendo estimulado pela atividade inflamatdria sistémica.

Nao observamos diferencas significantes em relagcdo aos marcadores de
sintese e absorgao do colesterol e a presenga de DAP em nosso estudo.

Apesar de observamos uma atividade da PLTP mais elevada nos individuos
com DAP, ndo encontramos associacdo com a concentragao plasmatica ou tecidual

dos oxisterois. Nao houve associagao entre a atividade da CETP e a DAP.
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CEP, 22/12/11
(Grupo 1)

PARECER CEP: N° 996/2011 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias ref a este projelo).
CAAE: 0903.0.146.000-11

1-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE OXILIPIDES EM
ATEROMAS E PLASMA DE PACIENTES COM DOENCA FEMORAL OCLUSIVA
SUBMETIDOS A CIRURGIA DE AMPUTACAO”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Vitor Wilson de Moura Virginio

INSTITUICAQ: Hospital de Clinicas/lUNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 16/09/2011

APRESENTAR RELATORIO EM: 22/12/12 (O formulirio encontra-se no sife acima).

II - OBJETIVOS.

Identificar ¢ quantificar as classes de lipides oxigenados (oxilipides) presentes em placas
ateroscleréticas removidas de artérias femorais de pacientes amputados, utilizando a abordagem
de lipiddmica direcionada através da técnica de UPLC-MS/MS, identificar ¢ quantificar as
classes de oxilipides presentes no plasma dos mesmos pacientes. utilizando a mesma
metodologia, identificar possiveis oxilipides como marcadores inflamatérios circulantes que
evidenciem a presenga de placa aterosclerdtica e sua gravidade através da andlise dos dados de
lipiddmica, clinicos e bioquimicos por estatistica multivariada e ferramentas de bioinformitica ¢
medir a associagdo das concentragdes de oxilipides com dados clinico-laboratoriais ¢ com
atividades de protéinas séricas de transportc de lipides.

I11 - SUMARIO.

Scriio avaliados 50 pacientes consecutivos, submetidos a amputagio de membro inferior
por isquemia arterial, sob supervisio da drea de Moléstias Vasculares Periféricas, do Depto. de
Cirurgia da FCM/UNICAMP. De cada paciente serio colhidos 50 ml de sangue antes do
procedimento cirdrgico ¢ o membro amputado serd estudado para as andlises dos oxilipides
necessarias para o cumprimento dos objetivos.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES.
Apbs respostas ds pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido ¢ de acordo
com a Resolugdo CNS/MS 196/96 ¢ suas complementares, bem como o Termo de

Consentimento Livre ¢ Esclarecido.

V - PARECER DO CEP.

Comitd de Ftica em Pesaquisi - UNICANM

Ruaz Tessilia Vicira de Camargo, 126 FONE (019) 35218930
Caina Postat 6111 FAX  (019) 3521-7187
13083-887 Compinges - S1* cep@fentunicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

& www. fem.unicamp.br/lenm/pesquisa

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre ¢
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetido ¢ as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e niio representam a opinidio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES.

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar scu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagiio alguma ¢ sem prejuizo ao scu
cuidado (Res. CNS 196/96 — ltem 1V.1.f) ¢ deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apéds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item 111.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS ltem V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) ¢ enviar notificagdio ao CEP ¢ & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA —
junto com secu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas Jjustificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 2 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também a mesma junto com o parecer aprovatdrio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 1.2.¢)

Relatdrios parciais ¢ final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugiio CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO.

Homologado na IX Reunifio Ordindria do CEP/FCM, em 27 de setembro de 2011,
&\
eI i
Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vicirn de Camargo, 126 FONE (01%) 3521.8936
Caiva Postal 6111 FAX  (t19) 3321-7187
13083987 Campinas = S1° cep@@fem unicamp.lir
o 2
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- Comité de Etica Em Pesquisa
P{P d Universidade Estadual de Campinas
o
Unicamp

CEP, 25/03/14.
{(PARECER CEP: N° 996/2011)

PARECER

1-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE OXILiPIDES EM
ATEROMAS E PLASMA DE PACIENTES COM _DOENCA FEMORAL
OCLUSIVA SUBMETIDOS A CIRURGIA DE AMPUTACAO™.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Vitor Wilson de Moura Virginio

II -PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMYP
tomou ciéncia e aprova a inclusio do grupo controle ¢ a nova versio do Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarccido, referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O contedido ¢ as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e niio representam a opinidio da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

111 - DATA DA REUNIAOQ.
Homologado na 1 Rcun('; % Ordindria do CEP/FCM, em 25 de margo de 2014,

Pr% dtima Aparecida Bittcher Luiz
COORDENADORA do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

IRz Tessdlia Vieira de Camargpo, 126 FONE (019) 3521-5936

Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7147

13083-887 Campinas - SP cepe femunicomp.bir
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