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A doencga cardiovascular (DCV) é a causa mais comum de morte nas sociedades
ocidentais, afetando ambos os sexos, sendo a aterosclerose a mais importante
patologia subjacente. A aterosclerose é aceita mundialmente como uma doencga
imune-inflamatéria, na qual, a participagdo do sistema imunologico é crucial para o
inicio da disfuncdo endotelial, formacéo da estria gordurosa, progresséo da leséo e
ruptura da placa. A modificagdo oxidativa das lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
é considerada essencial no processo aterosclerético, gerando LDL oxidadas (LDLox),
que possuem propriedades quimiotaticas e imunogénicas, levando a formagéo de
anticorpos (acLDLox). E fundamental o conhecimento das repercussées metabolicas e
ateroscleréticas da LDLox e seus anticorpos no plasma de adultos assintomaticos. Os
objetivos deste estudo foram determinar a agao aterogénica da LDLox e dos acLDLox
e seus determinantes metabdlicos e antropométricos. Foram selecionados 107
individuos e classificados em tercis de acordo com os niveis de LDLox e acLDLox. As
andlises bioquimicas foram realizadas por métodos enzimaticos-colorimétricos,
nefelométricos e radiométricos (CETP, PLTP, LH e LPL). A LDLox plasmatica foi
determinada por ELISA (Mercodia) e os acLDLox contra a LDL inteira, utilizou LDL
altamente oxidada. A medida da EIM foi realizada através da ultrassonografia Doppler.
Verificamos uma reducéo na atividade da LH no maior tercil de acLDLox, além de uma
tendéncia no aumento da EIM (p<0.068). O maior tercil de LDLox apresentou maiores
concentragdes de C, LDL-C e apoB100 (p<0.001), porém reducdo na atividade da
CETP (p=<0.029) e maior EIM (p<0.003). Observamos correlagéo significativa (p=0,041)
entre acLDLox e EIM independente de LDLox ou correlacdo entre LDLox e EIM
independente de acLDLox. Correlagbes similares com EIM entre acLDLox, LDLox,
LDLox/apoB100 e LDLox/LDL-C foram encontradas. Os titulos séricos de acLDLox e
provavelmente a sua presenca na lesdo foram independentes das concentracbes de
LDLox. Nas analises multivariadas, observamos que a apoAl mostrou-se preditora de
acLDLox (R?= 3.98), e para LDLox apoB100 (R?=23,49), e CETP (R?*= 1,99), e PLTP
(R?=1,78). O comportamento menos aterogénico e a explicacdo destes biomarcadores
por componentes do TRC, mostraram-se coerentes com a atenuacao da aterosclerose
carotidea observada em individuos com maiores titulos de anticorpos. Entretanto, sua
semelhanga com a LDLox quanto a correlagdo com a EIM e EIM maxima igual,
revelam duplo comportamento com relagdo a aterosclerose. Este trabalho estimula
novas investigagbes para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na
aterogenicidade destes biomarcadores em adultos assintomaticos e em estados

patologicos.
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Cardiovascular disease (DCV) is the most common cause of death on western
societies, affecting both sexes, with atherosclerosis being the most important
underlying pathology. Atherosclerosis is accepted worldwide as an immune-
inflammatory disease, in which the participation of the immune system is crucial for the
beginning of endothelial dysfunction, fatty streak formation, progression of lesion and
plaque rupture. The oxidative modification of low density lipoproteins (LDL) is an
essential step on the atherosclerotic process, generating oxidized LDL particles
(oxLDL), which have chemotactic, cytotoxic and immunogenic properties, leading to the
formation of specific antibodies (aboxLDL). Thus, it is very important to understand the
metabolic and atherosclerotic repercussions of plasma oxLDL and their antibodies on
asymptomatic adults. The aims of this study were to determine the atherogenic effects
of oxLDL and aboxLDL and their metabolic and anthropometric determinants. For this
study, 107 adult individuals were selected, who were classified in tertiles according to
serum values of oxLDL and aboxLDL. The biochemical parameters were analyzed
through enzymatic-colorimetric, nephelometric and radiometric methods (CETP, PLTP,
LH e LPL). The plasma oxLDL was determined using ELISA (Mercodia) and aboxLDL
against full LDL using highly oxidized LDL. EIM was measured by Doppler
ultrasonography. We observed a reduction on LH activity on the higher tertile of
aboxLDL and a borderline increase on EIM (p<0.068). The higher oxLDL tertile
presented higher concentrations of C, LDL and apoB100 (p<0.001), but also presented
reduction on CETP activity (p<0.029) and higher cIMT (p<0.003). We observed
significant correlation (p = 0.041) between aboxLDL and cIMT independent of oxLDL or
correlation between oxLDL and cIMT independent of aboxLDL. Similar correlations
with cIMT between aboxLDL, oxLDL, oxLDL/apoB100 and oxLDL/LDL-C were
observed. Serum titles of aboxLDL and probably its presence in the lesion were
independent of concentrations of oxLDL. Multivariate regression analysis revealed
apoAl as a predictor of aboxLDL (R?*= 3.98), and for oxLDL, the preditors were
apoB100 (R?=23,49), CETP (R?*= 1,99), and PLTP (R?*=1,78). The behavior and less
atherogenic explanation of these biomarkers by components of the TRC were
consistent with the attenuation of carotid atherosclerosis observed in individuals with
higher levels of antibodies. However, its similarity to oxLDL marker regarding the
association with cIMT and its maximum value reveal a double behavior of aboxLDL
regarding atherosclerosis This study encourages further investigations to elucidate the
mechanisms involved in the atherogenicity of these biomarkers in asymptomatic adults

and in pathological states.
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1.1. Aterosclerose

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS, 2010), estima-se que até
2030, cerca de 23,6 milhdes de pessoas no mundo irdo morrer em conseqiéncia de
doencas cardiovasculares. A doenga arterial coronariana (DAC) possui elevado indice
de mortalidade no mundo e no Brasil, afetando tanto homens como mulheres (OMS,
2010; Tsompanidi et al, 2010, Dahlof, 2010), sendo a aterosclerose a mais importante
patologia subjacente (Wick et al, 2001; Park et al, 2009; Perdomo e Dong, 2009;
Mizuno et al, 2011).

No Brasil, ocorrem aproximadamente 300 mil ébitos/ano, causados por do-
encgas cardiovasculares associadas a arterosclerose. Dados ainda mais alarmantes
sdo encontrados nos Estados Unidos, onde as doencas cardiovasculares sé&o
responsaveis por cerca de 80% das mortes de pessoas acima de 65 anos (Giroldo et
al, 2007).

Estudos populacionais prospectivos apontam como principais fatores de risco
para a aterosclerose a idade, o género e a predisposicdo genética, esses,
classificados como constitucionais. Entretanto, fatores como dislipidemias, hipertenséo
arterial, obesidade, composicdo da dieta, sedentarismo, tabagismo e o diabetes
mellitus (DM) tem grande influéncia na patogénese da doenca aterosclerética
(Mozaffarian et al, 2008; Perk, 2009). Esses fatores isolados ou em combinagéo
podem acelerar a progressao da aterosclerose e o desenvolvimento da DAC (Perdomo
e Dong, 2009).

A aterosclerose € uma doencga inflamatéria crbnica, progressiva, de origem
multifatorial que ocorre em resposta a agressédo endotelial (Hansson e Hermansson,
2011). Acomete principalmente a camada intima da parede de artérias de médio e
grande calibre, sendo caracterizada pelo acumulo de lipidios e elementos fibréticos na
intima arterial (Park et al, 2009; Maa et al, 2009), o que causa espessamento da
parede arterial, reduc¢éo da elasticidade e do suprimento sanguineo. Por diferencas na
dindmica do fluxo sanguineo, ha locais predispostos para a formagéo das lesdes. Os
vasos sanguineos mais comumente afetados e clinicamente relevantes incluem as
artérias aorta, as coronarias, carétidas e artérias cerebrais (Perdomo e Dong, 2009).

Varias sdo as hipoteses que explicam o0s processos associados ao
desenvolvimento da aterosclerose. A hipotese da resposta a lesdo aponta a lesdo do
endotélio vascular como evento inicial do processo aterosclerético. Em contraste, a
teoria da resposta a retencao coloca as interagdes entre as lipoproteinas e a matriz

endotelial como o ponto critico da aterosclerose, enquanto que a hip6tese da
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modificagdo oxidativa ressalta a importancia da oxidagcdo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) como o principal fator desencadeante da doenga. Embora
divergentes estas teorias sugerem mecanismos para explicar a aterosclerose, e alguns
pontos comuns entre elas sdo o envolvimento da inflamagéo e da LDL como particula
central no processo (Stocker e Keaney, 2004).

A disfuncao endotelial € o evento inicial do desenvolvimento da aterosclerose
(Victor et al, 2009; Libby et al, 2009). O endotélio vascular desempenha um papel ativo
na regulagdo do fluxo sanguineo, reagbes de coagulagdo, ativacdo plaquetaria,
adesao leucocitaria, fungdo muscular e vascular (Bahia et al, 2006). Estes efeitos sédo
mediados por uma variedade de moléculas em células endoteliais, que incluem o
oxido nitrico (NO), prostaciclinas, ativadores de plasminogénio e trombomodulina,
entre outros (Amorin et al, 2011).

Por definigdo, a disfungédo endotelial compromete a vasodilatagdo dependente
do endotélio. Na presencga de fatores de risco para doencga cardiovascular o endotélio
disfuncional promove o aumento da susceptibilidade a permeabilidade as lipoproteinas
plasmaticas, reducdo na produgdo de fatores vasodilatadores e aumento da adesao de
leucédcitos causando um desequilibrio local de fatores pr6 e antitromboticos, e
estimuladores e inibidores de crescimento celular (Hansson, 2005).

Um dos mecanismos definitivos resultantes da disfungdo endotelial é redugao
da biodisponibilidade do NO com o consequente impedimento das vasodilatacbes
derivadas do endotélio (Kawashima et al, 2004; Versari, et al, 2009). Para Higashi et al
(2009), a diminuicdo da biodisponibilidade de NO pode ocorrer tanto através da
diminuicdo de sua produgédo quanto pelo aumento de sua inativagédo, induzindo a
disfungdo endotelial. Células endoteliais lesadas podem promover a migragéo e
proliferagéo de células do musculo liso do vaso, liberando menos NO.

O NO é um potente vasodilatador que ativa a adenilato ciclase soluvel no
musculo vascular, resultando em acumulo de cGMP (guanosina monofosfato ciclica) e
relaxamento local (Amorin et al, 2011). Além disso, esta diretamente relacionado a
prevencéo da oxidagao de lipoproteinas, € um regulador de mediadores inflamatorios,
previne a adesdo de monécitos ao endotélio e controla a expressdo de proteinas
envolvidas na aterogénese, além de inibir a proliferagdo e migracdo das células da
musculatura lisa (Vanhoutte et al, 2008). A diminuicdo da biodisponibilidade de NO
pode contribuir para a trombose e aterosclerose (Vanhoutte et al, 2008; Odeberg et al,
2008; Amorin et al, 2011).

Células imuno competentes tais como monécitos/macréfagos e linfécitos T e B

e proteinas do sistema imunolégico sdo encontradas em todos os estagios da lesao

34



aterosclerética (Ohashi et al, 2004; Hansson et al, 2006; Hansson e Hermansson,
2011). Além das células do sistema imune, mudltiplas vias de sinalizacdo sao
responsaveis pela coordenagdo da resposta imune e parecem estar ativadas na
aterosclerose em todas as fases do processo.

Portanto, o processo inflamatério € precoce e as lesdes tém inicio na primeira
década de vida, estando associado a interagdo de fatores genéticos e ambientais.
Devido a sua lenta e progressiva evolugdo, suas complicagdes aparecem

acentuadamente apoés a terceira década de vida.

1.2. Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL)

As LDL constituem um grupo heterogéneo de lipoproteinas com diferentes
tamanhos, densidades, cargas e composi¢do quimica, sendo responsaveis pelo
transporte de colesterol plasmatico aos tecidos periféricos. As LDL surgem do
catabolismo das IDL (lipoproteinas de densidade intermediaria) no plasma, e é
constituida por ésteres de colesterol (29% da massa total), fosfolipides (28%), proteina
(21%), colesterol livre (11%) e triglicérides (9%) (Itabe, 1998). A LDL corresponde
cerca de 50% do total das lipoproteinas plasmaticas (Mahley et al, 2003). Sua principal
apolipoproteina € a apoB100, mas também possui tracos de apoE (Iltabe, 1998;
Mahley et al, 2003; Fitzgerald et al, 2010). Possui densidade entre 1,019-1,063 g/mL
(Matsuura et al, 2006), sendo considerada a principal classe de lipoproteinas
aterogénicas.

O acumulo da LDL no plasma pode ocorrer por aumento de sintese enddgena
de colesterol e/ou diminui¢gdo do catabolismo da LDL pelo figado. Estes processos séo
secundarios as dislipidemias primarias, tais como hipercolesterolemia familiar
(Hansson e Hermansson, 2011), hiperlipidemia familiar combinada (Masoura et al,
2011) e disbetalipoproteinemia (Smelt e Beer 2004) e a causas secundarias tais como
dieta rica em colesterol ou gordura saturada e diversas patologias secundarias.

Mutagbes do receptor de LDL ou da apoB100 dificultam a captacao celular da
particula, resultando na remocgdo plasmatica deficiente da mesma e conseqiente
aumento de sua concentragédo plasmatica. Isso faz com que a LDL permaneca mais
tempo na corrente sanguinea, aumentando a chance de ser quimicamente modificada
(lan et al, 2010; Mendivil et al, 2010).

Por outro lado, uma porgéo da LDL plasmatica pode atravessar o espago entre

as células endoteliais até o espago subendotelial dos vasos, sendo removidas da
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circulagdo geral (Matsuura et al, 2008) podendo se acumular no espago da intima
arterial.

O principal fator responsavel por esta retengdo de lipoproteinas ndo esta
totalmente elucidado. Entretanto, acredita-se que caracteristicas bioquimicas da LDL,
tais como tamanho, carga e a composi¢do quimica, estejam relacionadas com a
susceptibilidade a retengdo. Além disso, as subfragées de LDL mais densas (LDL, e
LDL;) tendem a permanecer na circulagdo sanguinea por mais tempo, e sdo mais
suscetiveis as oxidagdes e outras modificagbes quando comparadas com a subfragdo
de LDL menos densa (LDL,) (de Graaf et al, 1991), o que favorece a captagéo pelos
macroéfagos, resultando na formacgao de lesdes ateroscleroticas (Satoh et al, 2008).

Como conseqiiéncia as particulas de LDL ficam propensas as modificagcbes
quimicas, como a oxidagéo (LDLox) (Yoshida e Kisugi, 2010; Miller et al, 2010). Esse é
um importante fator para inicio da aterosclerose precoce.

1.2.1. Oxidagao da Lipoproteina de Baixa Densidade (LDLox)

A oxidagdo da LDL confere a esta suas principais caracteristicas aterogénicas
(Libby et al, 2009; Sigala et al, 2010; Hansson e Hermansson, 2011) onde os
componentes lipidicos e proteicos da LDL modificada sdo os principais responsaveis
pelo inicio da resposta inflamatéria (Stocker, 1994) podendo gerar substancias
capazes de danificar as células endoteliais e iniciar a lesdo (Sigala et al, 2010).

Apos a internalizagdo da LDL no espacgo sub-intimal essas lipoproteinas sofrem
modificagbes quimicas e enzimaticas, que ativam as células endoteliais para o
recrutamento de moléculas de adesdo (Hansson e Hermansson, 2011). Varias
moléculas de adesdo vém sendo investigadas como fundamentais nesse processo,
dentre elas a molécula de ades&o de célula vascular-1 (VCAM-1) e molécula de
adesao intercelular-1 (ICAM-1). A expressao de moléculas de adesao é induzida por
citocinas sintetizadas em pequenas concentragdes pelo endotélio arterial, tais como
interleucina-1@ (IL-1pB), interleucina-4 (IL-4), interleucina-6 (IL-6), interleucina-18, mas
também por angiotensina Il. Na vigéncia de disfuncdo endotelial, as concentragdes
destas citocinas se elevam, estimulando a producédo de moléculas de adesé&o, assim
favorecendo o recrutamento e ades&o de mondécitos a superficie endotelial (Libby et al,
2009).

A oxidagdo € um dos processos de modificagdo mais estudados, podendo

ocorrer tanto in vitro como em in vivo, apresentando caracteristicas diferentes das LDL
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nativas, o que as tornam ainda mais aterogénicas (Gleissner et al, 2007) tanto em
modelos animais, como em humanos (Siqueira et al, 2006).

In vitro, a LDLox pode ser reproduzida apds a indugéo da peroxidagao lipidica
por azoindicadores radicalares lipossoluveis, hidrossoluveis ou, mais comumente
pelos ions cobre (CuSO,), os quais funcionam como catalisadores de decomposi¢c&o
de lipoperoxidos, reduzindo os hidroperdxidos lipidicos pré-formados dos acidos
graxos presentes na lipoproteina, gerando o radical alcoxila (LO).

O processo de peroxidagao lipidica ou lipoperoxidagdo (LPO) em sua fase de
iniciacao comega pela reacdo de um radical livre com um &acido graxo insaturado e
propagada por radicais peroxilas. Resulta na formac&o de hidroperéxidos lipidicos
(LOOH) e aldeidos, tais como o malondialdeido (MDA), 4-hidroxinonenal (4-HNE) e
isoprostanos, que s&o subprodutos téxicos. Esses produtos podem ser detectados em
amostras biologicas, e podem servir como marcadores do processo de oxidagéo e
utilizados para avaliar o estresse oxidativo. A peroxidagédo lipidica € um dos
mecanismos envolvidos na conversdo da LDL nas formas oxidadas (Matsuura et al,
2006). Na fase de propagacado, os radicais alcoxila e peroxila (LOO') inicialmente
formados interagem com outras moléculas de acidos graxos polinsaturados oxidando-
as. A propagagédo das reagbes em cadeia de lipoperoxidagdo €& proporcional a
quantidade de acidos graxos insaturados da LDL. Na fase de terminagdo, etapa em
que ocorre a reacao entre LO e LOO formam-se produtos ndo-radicalares. Esta fase é
caracterizada por uma concentracdo constante de dienos conjugados, seguida da
decomposicdo em aldeidos, como o MDA finalizando o processo de lipoperoxidagéo
(Zarev et al, 2003).

In vivo, a LDL pode ser oxidada por diferentes mecanismos, entretanto ainda
ndo esta claro qual seria 0 mecanismo mais importante. A modificacdo oxidativa da
LDL in vivo parece ocorrer em dois estagios. O primeiro deles ocorre antes da ativacao
dos mondcitos, resultando na oxidagéo dos lipides da LDL, com pequena alteracao na
parte protéica da particula (LDL minimamente oxidada ou LDLmm). No entanto, as
LDLmm possuem varias propriedades pré-aterogénicas (Matsuura et al, 2006). O
segundo estagio tem inicio apds a ativacao dos monécitos e conseqiente conversao
em macréfagos, o que contribui para sua grande capacidade oxidativa. Dependendo
do grau de oxidagdo, ocorre modificagdo da apoB100, por oxidagdo direta ou por
reagir com os produtos resultantes da oxidacao lipidica.

A apoB100 é modificada pela oxidagao através de duas vias: ha cisao oxidativa
direta de ligagdes peptidicas (Fong et al 1987) e alguns dos produtos da peroxidagédo

lipidica reagem com os grupos amino livre de apoB100, formando adutos covalentes
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(Sparrow et al, 1992). Estes adutos aumentam a carga negativa das particulas, que
podem ser facilmente detectadas por eletroforese em gel de agarose (Henriksen et al,
1983). Mais importante ainda, € a presenga destes adutos que favorecem o
reconhecimento de LDL oxidada pelos receptores scavenger dos macréfagos
(Steinbrecher et al, 1989), levando a sua captacdo e a formagdo de células
espumosas in vivo (Steinberg et al, 1989).

Em condi¢bes de estresse oxidativo, sdo geradas espécies reativas de oxigénio
(ERO) e nitrogénio (ERN), conhecidas genericamente como radicais livres (RL)
(Hansson e Hermansson, 2011). ERO e ERN sado os principais mediadores da
modificagdo oxidativa da particula, aumentando a produgédo e liberacdo de ions
superoéxido, levando assim a uma extensiva oxidacao da LDL. A geracao de RL ocorre
como parte do processo fisioldgico do metabolismo aerdbio celular, mas pode ser
estimulado por fontes enddgenas ou exégenas, ou por situagdes patoldgicas.

EROS, como exemplo os radicais superperédxido (O%) e hidroxila (OH), séo
produzidos por células endoteliais e macréfagos. Esses RL estdo envolvidos em
eventos patofisiolégicos e levam a lesdo tecidual e celular. O processo decorrente da
acdo de ERO e ERN sobre os acidos graxos poliinsaturados (AGPI) presentes nas
lipoproteinas favorece a peroxidagéo lipidica (Dayan et al, 2005).

Varios reativos intermediarios, derivados das ERO e/ou ERN sdo conhecidos
por mediar a modificagdo da LDL, como o peroxinitrito, que € o produto da reacgéo
entre NO e anions superperodxido, e o MDA, produto da peroxidagao lipidica. Esses
produtos sdo potentes oxidantes, os quais modificam a LDL (Sigala et al, 2010). Além
disso, a modificacdo oxidativa da LDL também pode estar associada com altera¢des
na producao de NO vascular (Pinho et al, 2008).

A geracdo de EROS em células inflamatérias como neutrofilos e macréfagos é
essencial para a defesa do organismo, porém sua produgéo excessiva implica em uma
variedade de doencas, como Alzheimer, cancer e aterosclerose.

Além das substancias oxidantes, diversas enzimas proteoliticas e lipoliticas
presentes na intima arterial podem modificar a particula de LDL. Diferentes proteases
tém sido estudadas nesse processo, incluindo plasmina, calicreina, trombina, as quais
podem induzir uma pequena fragmentagéo da apoB100. Enquanto que a tripsina, a-
quimotripsina e pronase podem induzir uma degradagéo extensiva da apoB100, a qual
pode resultar na formagédo de agregados e fusdo das particulas de LDL (Piha et al,
1995). A fragmentagdo da apoB100 influencia a ligagdo com proteoglicanos,
promovendo assim, a retencdo da LDL na intima arterial e contribuindo para a

patogénese da aterosclerose (Pentikainen et al, 1997); a interacdo da LDL ocorre
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através de interagbes ibnicas, (Jawien et al, 2008; Tabas et al, 2007; Hansson e
Hermansson; 2011). Esta ligagdo induz a formag&o de agregados aumentando a
susceptibilidade ao processo oxidativo.

Entretanto, para que ocorra fusdo das particulas, é necessaria ndo apenas a
fragmentagcdo da apoB100, mas também a perda de fragmentos, a qual contribuira
para a perda da estabilidade de toda a particula de LDL, alterando assim a sua
hidrofobicidade, o que permitirda a fusdo entre elas (Piha et al, 1995). Além disso,
anticorpos que reagem contra fragmentos da LDL gerados apos clivagem por tripsina,
também mostraram reatividade contra epitopos presentes na intima arterial (Torzewski
et al, 1998).

Dessa forma, a fragmentacao da apoB100 pela agdo de enzimas pode induzir a
liberacdo de alguns fragmentos protéicos, os quais podem interagir com as células
desempenhando fungdes biolégicas e/ou ativando o sistema imunolégico. Entretanto,
pouco se sabe a respeito das fungdes biologicas desses fragmentos

Com o processo de oxidagédo, ocorrem mudangas graduais nas propriedades
fisico-quimicas da particula, que podem variar de acordo com o tipo, concentragcao
carga, tamanho, teor de lipidios e tempo de exposi¢do ao agente oxidante (Jessup et
al, 2002; Hansson e Hermansson, 2011) além de outras fungdes.

As modificagbes da LDL via oxidacdo ndo enzimatica (aldeidos, cobre,
peroxinitrito) ou via lipoxigenases e peroxidases aumentam a carga negativa das
particulas de LDL e podem contribuir para a geracgao in vivo de uma subfragdo de LDL
eletronegativa, denominada LDL(-).

A LDL(-) é encontrada predominantemente nas fracbes mais densas da LDL e
apresenta maior conteuddo de hidroperdxidos lipidicos, 6xidos de colesterol,
lisofosfatidilcolina, dienos conjugados, aldeidos e acidos graxos n&o-esterificados em
comparagdo a LDL nativa, além da diminuicdo do conteudo de antioxidantes
lipossoluveis. LDL(-) apresenta-se elevada em individuos com alto risco
cardiovascular, incluindo aqueles com dislipidemia (Benitez et al, 2004), diabetes
mellitus (Apolinario et al, 2006), doenca arterial coronariana (Oliveira et al, 2006), e os
pacientes em hemodialise (Lobo et al, 2008). Apesar de algumas semelhangas, LDL
nativa, LDLox, e a LDL(-) possuem caracteristicas distintas que provavelmente
determinam os seus efeitos bioldgicos.

Dessa forma, em um processo extenso de oxidagdo, que chega a atingir
lipidios do nucleo da lipoproteina e a parte protéica da particula, ocorre um aumento
de subprodutos téxicos, que podem servir como marcadores do processo de oxidagao

(Stocker, 1994). A natureza exata de cada uma dessas alteragbes depende do agente
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oxidante (Hansson e Hermansson, 2011). A LDL modificada por oxidagdo apresenta
caracteristicas diferentes das LDL nativas, como aumento da carga negativa,
densidade e citotoxidade, conteldo elevado de lisolecitina, 6xidos de colesterol e
hidroperéxidos lipidicos e reduzido de acidos graxos poliinsaturados, fragmentacao da
apoB100, maior atividade quimiotatica para mondcitos circulantes, menor taxa de
captagcdo através dos receptores B/E e aumento na captagdo pelos receptores
scavenger dos macréfagos (Hansson e Hermansson, 2011).

A retengcdo das particulas de LDL, somada as modificagdes lipidicas e
protéicas caracteristicas de sua oxidagédo, promove a ativagdo e proliferacédo das
células de musculo liso, a expressdo de moléculas de citocinas pro-inflamatoérias, a
adesdo em células endoteliais, a migracdao de linfocitos T e B para o espacgo
subendotelial assim como os mondécitos que, por sua vez, se diferenciam em
macrofagos - que através dos receptores scavenger captam a LDL modificada,
resultando na formacgao das células espumosas.

A LDLox é quimiotatica para mondécitos por meio da regulagdo positiva de
expressdo dos genes para citocinas como o fator estimulador de colénia de macrofago
(M-CSF) e a proteina quimioatrativa de mondécitos-1 (MCP-1) derivada de células
endoteliais (Mizuno et al, 2011).

As modificagdbes na LDL vém sendo estudadas por varios enfoques
metodolégicos. Na maioria dos estudos em animais experimentais e em humanos, a
oxidagdo da LDL é avaliada por métodos indiretos tais como a medida de dienos
conjugados, modificagdo da mobilidade eletroforética, determinagado de produtos da
peroxidagéo lipidica, dosagem de hidroperoéxidos lipidicos, de malondialdeido (MDA),
de F2-Isoprostanos, de outros produtos de peroxidagéo lipidica.

Dentre estes métodos, a dosagem dos niveis séricos de MDA-LDL podem ser
Uteis para a identificacdo de pacientes com aterosclerose avangada (Tanaga et al,
2002). Também foi mostrado que as concentragbes plasmaticas de MDA-LDL sao
elevadas em pacientes com sindrome coronariana aguda, por exemplo angina instavel
ou infarto agudo do miocardio (IAM) (Holvoet et al, 1999).

Além disso, métodos imunoldgicos também s&o utilizados, através da
determinagéo de autoanticorpos anti-LDLox (acLDLox). De fato, até recentemente os
principais meios para acessar a oxidagédo da LDL in vivo tém sido a quantificagdo de
autoanticorpos contra a LDLox e a LDLox por métodos imunologicos (Duarte et al,
2008).

As concentracdes de LDLox ndo dependem somente do grau do estresse

oxidativo, mas também da quantidade de substrato para oxidag&o, por exemplo o
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namero de particulas de LDL. De fato, concentracées de LDLox foram fortemente
correlacionados com LDL e em muitos estudos (Meisinger et al, 2005; Tsuzura et al,
2004) tornando-se dificil distinguir suas contribuicbes separadas para as DCV.
Portanto, para estabelecer um valor adicional para LDLox no risco cardiovascular, se
faz necessario contabilizar o nimero de particulas. LDL e apoB100 tém sido usadas
para esse proposito, mas seus méritos nunca foram comparados. Tém-se utilizado as
razbes LDLox/apoB100 e LDLox/LDL-C para medir o grau de oxidagao das particulas
de LDL, na intengdo que essas razdes sejam mais informativas quando comparadas a
cada variavel separadamente (Van der Zwan et al, 2009). Um estudo realizado por
Wang et al (2007) demonstraram que a razdo LDLox/LDL-C apresentou-se
significativamente elevada em pacientes hiperlipidémicos e hipertrigliceridémicos.

A oxidacdo da LDL ocorre principalmente na parede vascular e, em menor
proporgéo, na circulagédo (Ishigaki et al, 2009). Acredita-se que essa menor propor¢ao
seja em parte por causa das propriedades antioxidantes da HDL circulante. Embora a
LDL oxidada represente uma pequena fragdo do total de LDL plasmética, observa-se
forte relagéo entre LDL oxidadas circulantes e doencga cardiovascular. Essas particulas
induzem o estresse oxidativo em células endoteliais, células musculares lisas e
macroéfagos, resultando na progressao da aterosclerose (Ishigaki et al, 2009).

Embora a LDL pouco modificada seja ainda reconhecida por seus receptores
especificos (LDLr) ou B/E, cujas expressbes s&o reguladas negativamente pela
concentragdo de colesterol intracelular, a modificagdo extensa da proteina da LDL
impede a captacdo por estes receptores, levando a alteracdes da carga total da
superficie passando a ser reconhecida pelos receptores scavengers (SR) (Silverstein e
Febbraio, 2009). Esses receptores ndo sofrem esse tipo de regulagado (Choy et al,
2004), ou seja, ndo sao regulados pela concentracdo intracelular de colesterol. Desse
modo, o acumulo progressivo de colesterol nos macréfagos leva a formagéo de células
espumosas, que sdo precursoras da lesdo aterosclerédtica (Matsuura et al, 2006;
Silverstein e Febbraio, 2009).

Os macroéfagos expressam pelo menos seis tipos estruturalmente diferentes de
receptores na superficie celular para formas modificadas de LDL, que reconhecem de
maneira especifica essas particulas. Dentre elas podemos citar os receptores
scavengers A e B (SR-A e SR-BI), CD36, CD68, LOX-1 (lecitin like oxLDL receptor) e
SR-PSOX (SR ligados a fosfatidilserina). CD36 e SR-A sdo relatados serem os
principais responsaveis pela captacdo da LDL modificada, levando ao carregamento

lipidico de macroéfagos (Silverstein e Febbraio, 2009; Goldstein e Brown 2009).
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Dentre estes receptores destaca-se o SR CD-36, que apresenta grande
distribuicao celular, incluindo mondcitos, macréfagos, endotélio microvascular,
adipécitos, musculo esquelético e células dendriticas. Esse receptor apresenta
diversos ligantes, dentre eles LDL modificadas. O CD-36 apresenta alta afinidade com
fosfolipides oxidados encontrados em LDL oxidadas, além de também reconhecer
fosfatidilerina oxidada da superficie de células apoptoéticas (Silverstein e Febbraio,
20009).

A exposicdo a LDL oxidadas leva ao aumento da expressdo de CD-36 em
macroéfagos, promovendo, desse modo, a captacdo dessas particulas. Esse ciclo
acelera a formacgao de células espumosas na intima arterial (Silverstein, 2009).

Outro receptor implicado na remocgdo de proteinas modificadas é o receptor
SR-A. Ele ¢ altamente expresso em células espumosas derivadas de macréfagos em
placas ateroscleroticas, possuindo afinidade por LDL acetiladas, LDL oxidadas,
fosfolipides anibnicos, células apoptoéticas e produtos finais da glicagdo avancgada
(AGE) (Suzuki et al, 1997). Além disso, o0 SR-A também atua na resposta imune, uma
vez que reconhece diversos patdégenos e moléculas associadas a patdogenos (Moore e
Freeman, 2006).

Juntos, os receptores SR-A e CD-36 sdo responsaveis pela preponderancia na
captacgdo de lipoproteinas modificadas (Kuchibhotla et al, 2008). A avida captagdo de
LDLox por esses receptores leva a formagdo de células espumosas e
desenvolvimento de estrias gordurosas na parede arterial, que € um dos primeiros
passos na progressdo da placa aterosclerotica. Brown et al (2007), observaram
acumulo tempo-dependente de colesterol esterificado em macréfagos derivados de
mondcitos humanos quando esses foram incubados com LDL modificadas por
metilglioxal e glicoaldeido em relagéo a incubagédo com LDL nativa.

O receptor SR-BI, € outro membro da classe dos receptores scavenger, como o
CD-36. E um receptor de HDL que medeia a captagdo seletiva do colesterol
esterificado da HDL pelo figado, € também expresso por macrofagos em lesbes
ateroscleréticas. Este receptor é capaz de se ligar a lipoproteinas modificadas,
fosfolipides anidnicos, células apoptéticas e AGE (Kuchibhotla et al, 2008).

A formacdo dos AGE esta associada ao aumento da geracdo de RL de
oxigénio, os quais levam a processos oxidativos das lipoproteinas (Younis et al, 2008).
Os AGE interagem com receptores de produtos finais da glicacdo avancada (RAGE),
ativando vias de sinalizagao celulares, principalmente fator nuclear kB (NF-kB) (Yeh et
al, 2001), que aumenta a transcri¢gao de varias proteina, incluindo ICAM-1, E-selectina,
endotelina-1 e citocinas pré-inflamatorias (Haslbeck et al, 2004).
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Em condi¢cbes de diminuigdo de antioxidantes plasmaticos o processo oxidativo
da LDL in vitro e possivelmente in vivo, torna-se mais intenso, ou seja, torna-se nao-
fisiolégico. LDLox tém sido identificadas no plasma humano, mas se elas sdo oxidadas
no plasma ou se sofrem modificacdo oxidativa na parede vascular e depois regressam
ao compartimento plasmatico, € ainda motivo de investigacgao.

A inibicdo da oxidacdo da LDL pela HDL pode ser atribuida a capacidade
antioxidante de proteinas e enzimas associadas a ela, como a apoAl, paraoxonase
(PON-1), o fator de ativagao plaquetaria acetil-hidrolase (PAF-AH), lecitina: colesterol
acil-transferase  (LCAT) e glutiona peroxidase (Sviridov et al, 2008).
Essas enzimas hidrolisam espécies moleculares pro-inflamatérias de lipides oxidados
e previnem seu acumulo na LDL (Kontush et al, 2004). A capacidade de acumular
altas concentragbes de hidroperdxidos lipidicos permite que a HDL atue como
carreadora desses compostos, removendo das LDL os produtos de sua oxidagéo e
transportando-os ao figado, onde sao destoxificados (Negre-Salvayre et al, 2006). A
apoAl previne a LDL da oxidacdo pela remogédo de hidroperéxidos da LDL (Négre-
Salvayre et al, 2006; Sviridov et al, 2008). O efeito antioxidante da HDL pode ser
atribuido também & sua habilidade no processo de quelagcado de metais de transigcéo e
na remocgao de produtos de oxidacao lipidica de lipoproteinas oxidadas ou membranas
celulares (Negre-Salvayre et al, 2006). Ao prevenir a oxidagéo, a HDL também protege
0 endotélio dos efeitos citotdxicos da LDL oxidada (LDLox) e da migracéo e adesao de
monocitos, ambos induzidos pela LDLox (Barter et al, 2007).

Modificagbes genéticas podem afetar a propriedade antioxidante da HDL.
Como exemplos, temos os portadores da apoAlyiano € apoAlpasis, Variantes da apoAl
com substituicbes de cisteina, que apresentam menores concentragbes de HDL-C
sem elevagdo do risco de DAC (Sviridov, 2008). Ambas as variagbes sé&o
consideravelmente mais ativas na prevencéo da oxidacdo dos fosfolipides mediada
pela lipoxigenase quando comparadas com a apoAl selvagem. Acredita-se que a
capacidade antioxidante aumentada dessas variantes contribua para sua capacidade
ateroprotetora aumentada (Bielicki e Oda, 2002).

Estudos mostram que antioxidantes como acido ascorbico, a-tocoferol e B-
caroteno inibem a oxidacao de lipideos em solu¢cdo, membranas e lipoproteinas como
a LDL, podendo ser uma importante ferramenta exégena na modulagcao da formagéo
da LDL oxidada (Zarev et al, 2003).

As modificagbes oxidativas da LDL, mesmo que minimas, transformam-na em
uma particula altamente imunogénica e com caracteristicas inflamatoérias. Fosfolipidios

contendo acidos graxos poliinsaturados. Apo6s sofrerem modificacdes oxidativas,
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ligam-se aos residuos de lisina na apoB100 (Siqueira et al, 2006), gerando neo-

epitopos antigénicos e desencadeando, uma resposta auto-imune com produgéo de

anticorpos e formagao de imunocomplexos.
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Figura 1: Eventos iniciais do desenvolvimento da placa aterosclerética. A: LDL

penetra no endotélio e é retida na intima, onde sofrerd modificacdo. B: Monécitos

circulantes aderem as células endoteliais, expressando VCAM-1 e outras moléculas de

adeséo. C: ativagdo de macroéfagos e formagao das células espumosas.
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1.3. Anticorpos Anti-LDLox (acLDLox) e Imunocomplexos (IC)

A LDLox resulta na geragao de auto-anticorpos (acLDLox) (Wang et al, 2007;
Hansson, et al, 2006). A presenca de acLDLox plasmatico sugere que os mecanismos
de oxidagdo se processam in vivo tornando-se um indicador importante no
monitoramento das reag¢des oxidativas (Stocker e Keaney, 2004; Lopez et al, 2009).

Durante o processo aterosclerotico, diferentes antigenos, dentre eles LDLox e
seus produtos de degradacao, desencadeiam uma resposta inflamatéria que resulta
na ativagdo de diversos genes em células endoteliais, células musculares lisas,
mondcitos/macrofagos, células B e T. Estes eventos podem induzir o aumento ou
diminuicdo de moléculas de adeséo e co-estimulatérias na secrecéo de citocinas, a
expressdo de receptores, na diferenciagdo celular entre outras propriedades
consideradas alvo em potencial para o tratamento e prevengédo da aterosclerose
(Hansson e Hermansson, 2011).

As células T sado recrutadas pelos macréfagos por um mecanismo semelhante
envolvendo moléculas de ades&o e quimiocinas e essas células sao ativadas na leséo
aterosclerética, produzindo mediadores pro-aterogénicos e contribuindo para o
crescimento da les&o e agravamento da doenca (Hansson et al, 2006; Tedgui e Mallat,
2006). As células B e os mastocitos estdo presentes ocasionalmente nas lesdes,
porém estdo em abundancia na adventicia da artéria (Kovanen, 2007; Grabner et al,
2009). Todas essas observagdes indicam que o mecanismo imune tanto inato como
adaptativo possuem papel importante na aterosclerose (Hansson et al, 2002).

Os produtos de peroxidagéo lipidica como MDA e o 4-HNE, presentes na
LDLox, s&o altamente reativos, interagindo com os aminoacidos da apoB100,
principalmente com a lisina. Neo-epitopos também s&do gerados durante a oxidac&o
(Gounopoulos et al, 2007). Tém sido identificados multiplos epitopos nas LDLox
capazes de desencadear respostas auto-imunes (Kearney, 2000). Os lipides
modificados na superficie da LDL s&o biologicamente ativos e reconhecidos por varios
receptores do sistema imune inato.

A LDLox é também capaz de ativar o sistema imune adaptativo induzindo a
formacdo de anticorpos, predominantemente isotipos inflamatérios IgG1 e IgG3 (Al
Gadban et al, 2010). A conseqiiéncia direta da sintese desses anticorpos é a formagéo
dos imunocomplexos (IC), através da interagdo com a LDLox (Al Gadban et al, 2010;
Lopes-Virella et al, 2011).
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Tanto a LDLox como o IC sdo encontrados em placas ateroscleroticas
humanas e os IC sdo considerados mais eficientes que as LDLox na formagéo das
células espumosas (Al Gadban et al, 2010).

Estes complexos sao internalizados pelo receptor Fc gama dos macroéfagos
presentes na lesdo aterosclerética, induzindo também a formacdo de células
espumosas (Burut et al, 2010). O envolvimento desses receptores sdo muito
importantes pois proporciona maior ativagéo de sinais de células fagociticas do que o
envolvimento de receptores scavenger.

Existem dois principais mecanismos pelos quais a formacdo dos IC pode levar
a progressao da aterosclerose: a ligagdo entre anticorpos e LDLox para formagéo dos
IC através do receptor Fc da IgG e a ativagao do sistema complemento. Em ambos,
estudos in vitro sugerem papel predominantemente pré-aterogénico para os IC (Burut
et al, 2010). Muitas formas de receptores Fc tém sido identificadas. Essas formas
reconhecem diferentes isotipos de anticorpos: Fc gama, Fc-alpha (Fca), Fc-epsilon
(Fce) e Fc—mu (Fc ). Cada tipo com muitos membros, cada um com uma fungao
diferente (Monteiro, 2010).

A ligacdo destes complexos imunes aos macréfagos induz a producao de
mediadores que promovem a migracdo de monoécitos e amplifica o processo
inflamatorio na leséo aterosclerética (Singh et al, 2008).

Portanto, diferentes fun¢des bioldgicas podem ser sugeridas para os acLDLox,
dependendo se eles estéo circulando livremente no plasma ou como IC (Tinahones et
al, 2005).

Tendo em vista evidéncias recentes, tém-se especulado sobre a existéncia de
diferentes “familias” de auto-anticorpos contra LDLox, os “pro-aterogénicos” e os “anti-
aterogénicos” (Sherer et al, 2002).

Isso se deve ao fato de que a populagédo de anticorpos € diversa; os epitopos
formados durante a modificacdo da LDL a qual se ligam os anticorpos sao
heterogéneos; a populagdo pode em principio constituir de fragmentos diferentes de
apoB100 (Hansson e Hermansson, 2011), de epitopos de fosfolipides e até mesmo
de outras proteinas que funcionariam como co-fatores.

Nesse sentido, é possivel que os trabalhos apresentados até hoje na literatura
estejam analisando anticorpos com fungdes diferentes e em respostas a compostos
diferentes, o que de certa forma explicaria os resultados contraditérios encontrados até
0 momento.

Algumas evidéncias sugerem que autoanticorpos IgG para a LDLox estdo

associados com propriedades proé-aterogénicas e autoanticorpos IgM para a LDLox
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desempenham um papel ateroprotetor (Chou et al, 2008; Burut et al, 2010). Se tais
anticorpos possuem papel na modulagdo ou se séo refletores da aterosclerose, ndo
esta totalmente determinado. Entre outras propriedades, esses anticorpos podem
estar envolvidos na manutencdo das fungdes de ligagdo e compensacao de lipidios
oxidados proé-inflamatérios e, portanto, sendo ateroprotetores. O que ndo se sabe é se
esses acLDLox sao somente uma indicagdo do status oxidativo da LDL ou se eles
contribuem para aterogénese (Santos et al, 2009). Deste modo, os autoanticorpos IgG
e IgM podem ter agbes antagbnicas (Tsimikas et al, 2007).

Anticorpos contra células apoptoticas e fosfolipides oxidados inibem a ligacao
da LDLox aos macréfagos e tém demonstrado efeitos ateroprotetores em
experimentos com animais (Binder et al, 2003; Schiopu et al, 2004). O efeito
ateroprotetor desses anticorpos pode ser através dessa inibicdo com consequente
inibicdo da formacgdo das células espumosas (Binder et al, 2003). Esses anticorpos
nao reconhecem somente os fosfolipides modificados oxidativamente na LDLox e
células apoptéticas de membrana, mas também fosfocolina na parede celular de
Staphylococcus aureus (pneumococos) (Binder et al, 2003).

A LDLox é a principal lipoproteina encontrada em lesbes ateroscleroticas,
juntamente com a 32-glicoproteina | (B2-gp1) e linfécitos imunorreativos. Os anticorpos
contra B2-gp1 tém sido implicados no processo imuno-patologico da aterosclerose.
Embora a funcéo fisiologica da B2-gp1 ainda permaneca distante de um consenso, a
B2-gp1 tém sido mostrada participando da regulagdo de varios mecanismos
fisioldgicos.

Foi descrita uma acao antioxidante para a B2-gp1 por inibir a oxidacdo e a
internalizacdo da LDL por macréfagos e, assim, prevenir a progressao da
aterosclerose (Lin et al, 2001). A interacdo da (32-gp1 ligada a LDLox com anticorpos
antifosfolipidios favorecem a endocitose de particulas de LDLox por macrofagos.
Entretanto, o papel destes autoanticorpos na aterogénese é ainda obscuro.

Na parede arterial, as LDLox interagem com (2-gp1 formando o complexo
LDLox/B2-gp1, que é liberado na circulagdo. Esses complexos LDLox/B2-gp1 s&o
estaveis devido as ligacdes elestrostaticas promovidas pelos ligantes oxLig1 e oxLig2
e sao potencialmente patogénicos no processo da aterosclerose (Lopez, 2005). Alguns
anticorpos contra (2-gp1 reconhecem [(2-gp1 apenas quando estes formam
complexos com a LDLox. O complexo LDL-ox/B2-gp1 € dependente do respectivo
anticorpo para que possa ser fagocitado por macréfagos (Lopez et al, 2009). A
captagédo de IC contendo LDLox através de receptores Fc gama tipo 1 transforma

macrofagos em células espumosas e acelera o processo aterosclerotico (Bassi et al,
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2007). Auto-anticorpos contra esse complexo tém sido demonstrado em pacientes
com lupus e/ou sindrome antiposfolipidica € mostram associagédo significante com
trombose arterial.

Varios pesquisadores tém investigado a relagdo entre acLDLox e DCV e seus
fatores de risco, porém os resultados encontrados sé&o controversos (Shoenfeld et al,
2004; Gounopoulos et al, 2007; Chen et al, 2008; Santos et al, 2009). Estudos
demonstraram que anticorpos anti-LDLox se correlacionam com a progressdo e
extensdo da aterosclerose e com outros fatores de risco classicos para doencga
coronariana (Salonen, 1992; Palinski, 2000).

Um grande numero de investigagdes tém encontrado altos titulos de acLDLox
em individuos com a aterosclerose carotidea, doenca coronéria, diabetes mellitus,
doenca vascular periférica, hipertensao e pré-eclampsia (Marchesi et al, 1996; Shaw et
al, 2001; Wilson et al, 2006; Medeiros et al, 2010). Esses anticorpos tém sido também
encontrados em pacientes com disturbios auto-imunes, como esclerose sistémica,
vasculites, lupus eritematoso sistémico (LES) e sindrome antifosfolipidica (SAF)
(Lopez et al, 2009). Além disso, anticorpos anti-LDLox estdo também presentes em
populag¢des aparentemente saudaveis (Shoenfeld et al, 2004; Medeiros et al, 2010) e
até em criangas (lughetti et al, 1999).

Uma variedade de produtos de oxidacdo de lipidios e proteinas tém sido
identificados nas lesbes de ateroma, o que ndo significa que pertencam
necessariamente as LDL. Contudo, algumas lipoproteinas isoladas dessas lesdes
apresentam caracteristicas das LDLox, como a mobilidade e reatividade com os
anticorpos acLDLox (Yla-Herttuala et al, 1989). No entanto, devemos levar em
consideracdo que os acLDLox podem reagir cruzadamente com outros epitopos
antigénicos, presentes por exemplo, nas células apoptéticas. Assim, a reatividade com
estes anticorpos nem sempre é sinGnimo de presenca de LDLox. Além de diferentes
epitopos, diferentes titulos de anticorpos tem sido investigado (Watson et al, 1999).

Muitos estudos experimentais em coelhos e camundongos em que a LDLox é
usada para imunizagdo tém mostrado correlagdes positivas entre altos titulos de
acLDLox e o grau de protegéo contra aterosclerose (Palinsk et al, 1995; Nilsson et al,
2005). A situagédo € mais complexa em humanos, varios estudos mostram correlagéo
tanto positiva, negativa como nenhuma correlagdo entre titulos de acLDLox e
aterosclerose e suas manifestacdes (Hulthe et al, 1998; Sjogren et al, 2008).

Estudos que investigam a relacdo entre doencga aterosclerética subclinica nas

artérias carétidas e femorais e titulos de IgG para LDLox mostram resultados
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contrastantes: associagdes positivas e negativas foram encontradas (Shoji et al, 2003;
Sjogren et al, 2008).

Salonen et al (1992) mostraram que elevados titulos de autoanticorpos IgG
para LDLox estavam associados com a progressdo de lesdo obtida por
ultrassonografia. Estudos de caso-controle sugerem que elevados titulos de IgG contra
LDLox estdo presentes em pacientes com DAC (Puurunen et al, 1994; Heitzer et al,
1996; Hulthe 2004).

Meraviglia et al (2002) mostraram que elevados titulos de autoanticorpos IgG e
IgM para a LDLox predizem progressao da aterosclerose carotidea apos realizagdo de
endarterectomia carotidea. Do mesmo modo, estudos com pacientes com IAM
apresentaram elevacao dos titulos (Inoue et al, 2002). Entretanto, em outros estudos
essa afirmagéo n&o é confirmada. Schumacher et al (1995) estudaram 15 pacientes
consecutivos com |IAM e média de idade de 66 anos e mostraram diminuigdo dos
niveis de autoanticorpos IgG para LDLox.

A classe de autoanticorpos IgM para a LDLox, reconhece epitopos especificos
para a oxidagdo, podendo estar envolvida na captacdo e detoxicacdo de lipidios
oxidados proé-inflamatérios (Gounopoulos et al, 2007).

Em alguns estudos, mas n&o em todos, a relag&o entre os titulos de IgM e os
diferentes aspectos da doencga cardiovascular foi examinada. Em pacientes com IAM,
foram encontrados baixos niveis de IgM quando comparados aos controles (Dotevall
et al, 2001; Hulthe et at, 1998). Titulos de autoanticorpos IgM para a LDLox estédo
diminuidos em pacientes com aterosclerose carotidea e femoral (Hulthe et al, 2001).
Resultados semelhantes foram observados no estudo realizado por Karvonen (2003),
onde houve uma associagao inversa entre titulos de IgM e aterosclerose carotidea,
mas nenhuma associa¢ao foi encontrada entre IgG ou IgG2 e aterosclerose.

Por outro lado, estudo realizado por Fredrikson et al (2003) mostrou que
aumentos nos titulos de IgM foi associada com infarto do miocardio e aterosclerose
carotidea, mas somente em individuos abaixo de 60 anos, nos demais, nenhuma
associagao foi encontrada.

Existem muitas razbes descritas na literatura para explicar esses resultados
tdo conflitantes, das quais podemos citar por exemplo, as diferencas existentes entre
as populagbes estudadas, que variam desde pacientes com hipercolesterolemia
familiar, pacientes no estagio final da doencga renal, diabéticos e também os individuos
clinicamente saudaveis. Outra razido descrita se baseia na maneira em que os
acLDLox foram definidos nos estudos, ora pela razdo entre abLDLox/abLDLnativa, ora

pela razéo entre abLDLox/padréo interno, também pelos valores de absorbancia, ou
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ainda obtidos por meio de kits comerciais de diferentes fornecedores. Outro motivo se
deve as diferengas relatadas para os diferentes impactos da formacdo dos
imunocomplexos nas diferentes populagbes. Além disso, preparagédo da LDLox varia
de uma para outra, portanto, o isolamento da LDL para os estudos nunca ¢é idéntica.

Muitos estudos estdo sendo realizados para avaliar o papel dos anticorpos
contra LDLox, quer através de imunizagdo ativa usando LDLox ou modelos de
epitopos especificos oxidados ou através de imunizagdo passiva com anticorpos
humanos. A imunizagdo de camundongos apoE -/- com homologo homogeinizado de
placa atersclerética ou MDA-LDL causa reducdo da lesdo (George et al, 1998; Zhou et
al, 2001). Estes estudos mostraram que a presenga de anticorpos IgG contra estes
antigenos foi o motivo dessa redugao. Outros estudos observaram que a imunizagéo
de animais apoE com peptideos especificos da apoB100 também reduziram a
aterosclerose (Fredrikson et al, 2003; Chyu et al, 2005). Tratamento com IgG humana
recombinante contra peptideos da apoE também reduzem a aterosclerose
experimental (Schiopu et al, 2004).

Durante a ultima década, pesquisas com animais vém sendo realizadas,
sugerindo que tanto o sistema imune inato como o sistema imune adaptativo modulam
a progressao da aterosclerose. Muitos antigenos tém sido sugeridos estar envolvidos
nesta reagdo imune (Hansson et al, 2002).

Estudos prévios demonstraram explicacées de mecanismo para a relagéo entre
a formagéo de anticorpos em modelos animais e diferente manifestagdes da doenga
(Reardon et al, 2001; Binder et al, 2002).

Por exemplo, o tamanho da lesdo se mostrou diminuida em 40-80% em
camundongos knockout para células T e B com dieta padrdo (Dansky et al, 1997,
Reardon et al, 2001). Entretanto, quando esses animais foram submetidos a uma dieta
aterogénica com altos niveis de colesterol, nenhuma diferenga no desenvolvimento da
ateroslerose foi observada quando comparados com animais controles com fungao
imune normal. Estes dados sugerem funcdo pré-aterogénica para as células T e B,
pelo menos em condi¢des normocolesterolémicos. Entretanto, existem muitos
exemplos de efeitos protetores quando o sistema imune é ativado. Estudos prévios
mostraram reducdo em 40-60% na aterosclerose apds imunizagdo com LDLox em
coelhos hipercolesterolémicos. Observagdes semelhantes foram encontradas
posteriormente, em camundongos knockout em receptores para LDL e apoE (Freigang
et al, 1998; Zhou et al, 2001).

Dansky et al (1997), num estudo com camundongos knockout em apoE,

demonstrou que, na auséncia de fatores de risco aterogénicos, a imunidade

50



desempenha papel significativo no desenvolvimento da aterosclerose, enquanto que
na aterogénese, esse papel se torna menos importante. E possivel que a imunidade
humoral contribua em todos os estagios precoces do processo aterosclerético, quando
varios fatores de risco relevantes ainda ndo causaram a doenga severa.
Conseqlientemente pode-se deduzir que a resposta imune para LDLox é uma
importante variavel nos varios estagios da aterosclerose.

A resposta imune humoral contra LDLox tém sido alvo de muitos estudos que
tentam correlacionar modificagdes oxidativas e seus produtos gerados, com o
desenvolvimento da placa aterosclerotica, porém existe uma grande dificuldade neste
tipo de estudo devido a variedade de componentes que podem ser gerados e
encontrados durante o processo de oxidacdo da LDL e conseqientemente na
variedade de anticorpos potencialmente gerados contra esses produtos. Estudos
clinicos em modelos animais mostram que autoanticorpos contra LDLox estdo
correlacionados com a modulagdo do processo aterosclerdtico e ou com o risco de
desenvolvimento de patologias por conseqiiéncia a aterosclerose.

George et al (1997) mostraram que a imunizagdo ativa de camundongos
knockout em receptores de LDL-C com cardiolipina ou com B2-gp1 induziu o aumento
das lesdes de aterosclerose.

Um estudo que utilizou coelhos como modelo experimental, determinou o efeito
da imunizagdo com LDL ou com LDLox na formacdo da placa aterosclerdtica.
Encontraram-se anticorpos em todos os grupos de animais, os alimentados com
colesterol e ndo imunizados e os alimentados com colesterol e imunizados, tanto com
LDL ou com LDLox. No entanto, os titulos de acLDLox foram superiores nos animais
imunizados, embora sem diferenga entre os que receberam LDLox ou LDL n&o
oxidada. Este ultimo resultado faz supor que as LDL sejam oxidadas in vivo durante a
imunizagdo. A imunizacdo com LDL e LDLox reduziu a formagdo de lesbes
ateroscleréticas na aorta proximal em 74% (p<0,05) e em 48% (p ndo significativo),
respectivamente (Ameli et al, 1996).

Outros trabalhos no mesmo modelo animal demonstraram igualmente um
aparente beneficio das respostas imunes, humoral e celular, as lipoproteinas
oxidadas. Os autores admitem que os acLDLox e os linfocitos T (ativados pelos
imunocomplexos LDLox/acLDLox) possuem capacidade de eliminar as LDLox da
circulagdo, impedir sua entrada na intima arterial e a sua captagéo pelos macréfagos
(Palinski et al, 1995; Horkko at al, 1999).

Em estudos com humanos, alguns trabalhos tém procurado uma relagéo

significativa positiva ou negativa entre a presenca e os titulos de acLDLox com as
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diferentes formas de doencga vascular e modificagdes metabdlicas, ja em outros, tém
investigado as possiveis agdes fisiopatoldgicas dos acLDLox e da imunidade celular
sobre a aterosclerose.

Estudos recentes mostraram que pacientes com sindrome coronariana aguda
(SCA), incluindo IAM e angina instavel (Al), apresentam niveis mais elevados de
acLDLox do que pacientes com angina estavel (AE) e controles (Soltesz et al, 2007).
Outros estudos questionam a efetiva contribuicdo dos acLDLox na aterogénese, Nao
tendo sido observado diferengas significativas entre os titulos destes anticorpos em
controles normais e em pacientes com doenca arterial coronariana (DAC) crénica ou
aguda (Rossi et al, 2003).

Wilson et al (2006), encontraram que acLDLox sdo positivamente associados
com idade, mas ndo na presenca de doenca cardiovascular. Por outro lado, Tinahones
et al (2005), em seu estudo mostrou que pessoas com idade entre 16 a 35 anos
possuem maiores titulos de acLDLox quando comparados com pessoas acima dos 36
anos de idade. Esses dois estudos revelam que ainda ha conflito sobre o papel
patofisiolégico e na importancia dos acLDLox.

Em estudos anteriores, niveis séricos de acLDLox foram encontrados em
concentragdes elevadas em pacientes com severa ateromatose das artérias
coronarias (Virella et al, 1993), artérias carotidas (Salonen et al, 1992; Maggi et al,
1993) e artérias periféricas (Bergmark et al, 1995), porém em niveis reduzidos em
pacientes hipercolesterolémicos.

Estudos que observaram a relacdo desses acLDLox na populacdo saudavel,
tém encontrado resultados controversos. Em alguns dos estudos, foram observados
tanto correlagdes positiva (Iribarren et al, 1997; Hulthe et al, 2001) como negativas
(Fukomoto et al, 2000; Hulthe et al, 2001) entre acLDLox e EIM nas artérias carétidas.

Essas diferengas discrepantes encontradas nas pesquisas tém sido justificadas
pelas diferentes metodologias utilizadas para processar os acLDLox, além da
diferenca nos perfis da populacdo estudadas.

Uma abordagem adotada por alguns autores para verificar o quanto os
acLDLox podem ser considerados marcadores de oxidagédo da LDL e aterosclerose é
verificar os niveis desses acLDLox em jovens, os quais, na teoria possuem “pouca”
aterosclerose. Deste ponto de vista, o estudo de Tinahones et al (2005, 2007), é de
grande importancia, pois € o unico em grande escala em que os niveis de acLDLox
sdo medidos em pessoas jovens (até 5 anos de idade).

Num pequeno estudo realizado por Karabinos e Koulouris (2007), onde foram

utilizados 243 voluntarios saudaveis, foram medidos os niveis de acLDLox e o perfil
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lipidico. Esse estudo foi conduzido em 2 grupos: Grupo 1: 96 jovens adultos saudaveis
(17-25 anos); Grupo 2: 147 adultos de meia idade saudaveis (45-65 anos). Os
resultados desse estudo demonstrou que o grupo 1 possuiam niveis séricos de
acLDLox elevados comparados ao grupo 2 (p<0.05), e nehuma diferenga foi
demonstrada entre homens e mulheres, apesar de os niveis de acLDLox terem se
apresentado elevados em homens, mas se resultados significativos, assim como no
grupo 2. Ainda no grupo 1 foi demonstrada uma correlagédo positiva entre niveis de
acLDLox e LDL e uma correlagdo negativa com apoAl. Ja no grupo 2, nenhuma
correlagdo foi identificada entre niveis de acLDLox e o perfil lipidico. Analises de
regressao multivariada revelaram que tanto niveis séricos de apoAl como LDL séao
preditores independentes para nives séricos de acLDLox no grupo 1 (p<0.05).

Em estudos realizados por Hulthe (2004), foram encontradas rela¢ées inversas
entre titulos de 1gG e IgM e também uma resposta inversa para IAM e aterosclerose
subclinica. Além disso, dados de Karvonen et al (2003) onde somente IgM mostrou
associagcado inversa e independente para aterosclerose subclinica nas artérias
carbtidas. Esses achados sustentam o papel benéfico dos anticorpos IgM nos
desenvolvimento da aterosclerose.

Num outro trabalho procurou-se relagéo entre os titulos de acLDLox IgG e IgM
e EIM das carétidas e femoral, em homens clinicamente saudaveis. Encontrou-se uma
associacgao positiva entre os acLDLox IgG e EIM da carétida comum e uma correlagao
negativa entre acLDLox IgM e EIM da femoral (Virella et al, 1993).

Compararam-se os titulos de acLDLox em individuos com hipercolesterolemia
familiar (HF) e num grupo controle e foi avaliado uma possivel correlagdo entre
acLDLox e a extensao (avaliada por ultrassonografia) das lesdes ateroscleréticas. Nao
houve diferengas significativas nos titulos de acLDLox entre o grupo dos individuos
com HF e controles. Também ndo houve associagédo significativa entre EIM das
artérias carotidas e femoral e titulos de acLDLox. Os autores explicaram estes
resultados com a hipotese de que, perante valores extremamente elevados de
colesterol sérico, como era o caso da populagéo estudada, a importancia da resposta
imune as LDLox, no processo aterogénico, serd ultrapassada pela excessiva
concentracdo das lipoproteinas aterogénicas (Hulthe, 1998).

O mecanismo pelo qual acLDLox participa do processo aterosclerotico ndo esta
totalmente definido. Primeiramente, esses acLDLox podem estar ligados com seus
antigenos, as LDLox, os quais traficam livremente na corrente sanguinea, portanto,
inibindo sua entrada dentro da parede arterial. Secundariamente, os acLDLox podem

facilitar a remocao das LDLox da parede arterial e o seu retorno a circulagéo. Horkko
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et al (1999) demonstraram que a captagdo das LDLox pelos macréfagos pode ser
inibida pelos acLDLox, os quais nessa via impediria a transformagé&o de macrofagos
em células espumosas. Além do mais, Ling (1997), mostrou que quando as LDLox néo
sdo captadas pelos macréfagos, as LDLox seguem uma via metabdlica alternativa.

Durante os ultimos anos, muitos progressos vém sendo realizados para
identificar epitopos especificos de LDL que induzem a produgdo de anticorpos
especificos, responsaveis pelos efeitos pro-aterogénicos de imunizagao pela LDLox.
Nao esta completamente elucidado se as respostas imunes para LDLox sido pro-
aterogénicas ou anti-aterogénicas in vivo (humanos) (Rose e Afanasyeva, 2003).

A maiorida dos estudos clinicos mostraram aumento de titulos de IgG com
diferentes manisfestacdes de doenca. Entretanto, poucos estudos tém mostrado
associagao negativa ou nenhuma associagado. Em contradicdo, a maioria dos estudos
investigam titulos de anticorpos para LDL oxidativamente modificadas, mostrando
associagdo inversa as diferentes manisfestagdes de doencga aterosclerética.

Os resultados acima descritos tanto com humanos como para animais séo
inconsistentes e a papel patofisioldégica desses anticorpos permanecem obscuros.

A dificuldade na interpretacdo dos dados em estudos clinicos e em animais se
deve as diferengas nos estagios da aterosclerose que séo estudadas e na resposta
imune para diferentes antigenos. Portanto, a formacdo dos anticorpos podem
desempenhar papéis diferentes em diferentes estagios do desenvolvimento da
aterosclerose.

Um estudo realizado por Lopes-Virella et al (2011) mostraram que a elevagao
nas concentragdes de IC estao associados ao desenvolvimento da calcificagéo arterial
coronariana em pacientes diabéticos tipo 1. Esta observagdo sustenta evidéncias
anteriores do papel patogénico dos IC na progressao da aterosclerose (Orchard et al,
1999; Burut et al, 2010; Lopes-Virella et al, 2011). Lopes-Virella et al (1999),
mostraram correlagdo negativa significante entre acLDLox livres e IC em individuos
com DM. Além disso, dados prospectivos em 98 individuos diabéticos, acompanhados
por 8 anos mostraram que os IC de LDL se correlacionam com o desenvolvimento de
doenca arterial coronariana (Lopes-Virella et al, 1999; Orchard et al, 1999).

Portanto, estudos com animais sugerem que a imunizagéo deve ter um efeito
benéfico sobre a aterosclerose. Entretanto, a papel dos anticorpos anti-LDLox em
humanos, onde a aterosclerose ja esta presente é ainda incerto. Afim de esclarecer a
relacdo entre acLDLox e desenvolvimento da aterosclerose, mais estudos sao

necessarios, focando em antigenos envolvidos e na importancia dos varios tipos de
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anticorpos. A formagdo dos anticorpos podem ter efeitos positivos e negativos em
humanos, e isso é importante para entender as patologias antes da intervencéo.
A tabela 1 resume mais alguns estudos clinicos envolvendo a LDL oxidada,

anticorpos anti-LDL oxidada, imunocomplexos e aterosclerose.
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Tabela 1. Estudos clinicos dos ultimos 5 anos envolvendo LDL oxidada, titulos de anticorpos contra LDL oxidada,

imunocomplexos e aterosclerose

Objetivos dos Estudos

n amostral

Resultados

Autor/Ano de publicagao

Medir acLDLox e proteina C reativa (PCR) em

pacientes com SCA

Avaliar a relagdo acLDLox e LDLox circulantes

Investigar correlagédo entre LDLox, anticorpos

contra LDLox e espessura de carétidas
Avaliar a relagao da IgG anti-LDLox com
marcadores de risco de DCV

Avaliar a associagéo entre anticorpos contra LDLox

e sindrome coronariana

Estudar os anticorpos anti-LDLox em pacientes

com doenga dos pequenos vasos

Medir LDLox, AGE-LDL e MDA-LDL nos

imunocomplexos e determinar sua relagédo com

33 ACS, 62 CAD

50 controles

86 individuos

200 pacientes

saudaveis

94 estaveis
116 com SM

90 casos

90 controles
158 pacientes
158 hipertensivos

43 controles

479 pacientes DM1

Correlagéo positiva entre acLDLox e PCR

acLDLox e LDLox ndo possuem nenhuma relagédo

Tanto a LDLox como os anticorpos contra LDLox
contribuem, por diferentes vias, do metabolismo da LDL

e desenvolvimento da aterosclerose
Condigdes inflamatérias agudas diminuem titulos de

anticorpos IgG contra LDLox

acLDLox apresentaram-se mais elevados nos pacientes

Casos apresentaram maiores niveis de IgG-HOCI-oxLDL
e niveis reduzidos de IgM-MDA-oxLDL comparado aos

controles

LDLox e AGE dos IC sao significativamente associados

com a progressao e aumento da EIM na DM tipo 1

Soltesz et al (2007)

Wang et al (2007)

Chen et al (2008)

Santos et al (2009)

Medeiros et al (2010)

Rouhl et al (2010)

Lopes-Virella et al (2011)
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espessura intima média das artérias carotidas

Medir LDLox dos imunocomplexos de pacientes
DM1 e verificar a relagdo entre os IC e calcificagao

arterial

479 pacientes DM1

Concentragdes elevadas de IC sdo associados com

desenvolvimento da calcificagéo arterial na DM1

Lopes-Virella et al (2011)
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1.4. Outras Modificagées Quimicas da LDL

Além da oxidacéo, diferentes modificagdes na particula de LDL podem ocorrer
(Faulin et al, 2009), e dentre essas modificagbes podemos destacar os processos de
glicacdo (LDLgli) (Sobal et al, 2000; Younis et al, 2008), metilagao (LDLmet) (O6rni et
al, 1997), acetilacdo (LDLac) (Castilho et al, 2001; Froystad et al, 2002) e agregacao
(LDLag) (Grosheva et al, 2009), seguido de mudancgas adicionais devido a degradagéo
enzimatica (Ferreti et al, 2002; Fraser e Tenner, 2010).

Esses eventos levam a completa desintegragdo da particula com residuos
identificados no plasma (Esterbauer et al, 1992). Embora os mecanismos para esses
processos ainda nao sejam claramente conhecidos, as enzimas envolvidas na
modificagdo da LDL incluem a mieloperoxidase, xantina oxidase, NADPH-oxidase e
fosfolipases (Hansson e Hermansson, 2011).

As formas modificadas da LDL estdo associados com varios estados
patologicos e desempenham um papel importante na progresséo da aterosclerose,
induzindo esse processo através de complexos mecanismos inflamatorios e
imunologicos (Faulin et al, 2009).

Todos esses processos de modificagcéo, alteram drasticamente a lipoproteina,
fazendo com que esta ndo se comporte mais da mesma maneira que a LDL nativa,
surgindo assim, uma nova caracteristica que atua como uma entidade Unica de
sinalizagéo (Faulin et al, 2009).

Além dessas modificagbes, outras alteracées que podem reforcar a captacéo
da LDL pelos macrofagos in vitro incluem a glicagéo, formagao de imunocomplexos e
a formacgao de complexos com proteoglicanos (Tabas, 1999).

Dentre as modificagbes da LDL, a oxidagdo € a mais estudada. No entanto, a
glicagéo e a oxidagao, provavelmente, ocorrem simultaneamente in vivo (Younis et al,
2008) levando a modificacao da LDL (Sobal et al, 2000). Provavelmente, os processos
de oxidacdo e glicacdo das LDL s&o parcialmente interdependentes, mas ambos
impedem a captacdo das LDL por seus receptores, promovendo sua internalizagéo
através dos receptores scavenger presentes nos macréfagos, resultando na formacao
das células espumosas, caracteristica das lesdes ateroscleréticas iniciais (Matsuura et
al, 2006). Tanto a LDL glicada como a oxidada foram encontradas em células
espumosas derivadas de macréfagos nas lesbes aterosclerdticas (Imanaga et al,
2000).

O processo de glicagdo da LDL ocorre principalmente devido a reagdo nio

enzimatica entre a glicose e seus metabolitos com os grupos amino de lisina livre. A
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glicagcéo prossegue linearmente com o tempo e a concentragéo de glicose (Schleicher
et al, 1981).

Reacbes de glicacdo sdo constituidas de duas fases. Na primeira etapa, a
glicose e o grupo amino de residuos de lisina reagem entre si para formar frutose-
lisina (FL). Os processos subsequentes sao a desidratagio, rearranjos e ciclizagao.
Depois disso, mais reacdes resultam na formacéo AGE (Sobal et al, 2000).

A glicagdo pode ocorrer tanto na parte proteica da lipoproteina como nos
fosfolipidios, levando a uma alteracdo funcional da LDL ou aumento da
susceptibilidade as modificagbes oxidativas (Faulin et al, 2009).

A LDL glicada estd presente em concentragdes superiores no plasma de
individuos diabéticos quando comparados aos individuos sem a doenga, mas mesmo
nesses, a concentragdo de LDL glicada circulante € maior que as LDL oxidadas
(Younis et al, 2008). Glicagdo aumentada no diabetes tem sido observada em todas as
classes de apolipoproteinas, mas especialmente em apoB100 (Sobal et al, 2000).

As LDL glicada nao é removida pelo receptor de LDL, mas pelos receptores
scavenger e por receptores especificos para AGE dos macréfagos e das células
endoteliais, levando ao acumulo celular de colesterol e a formacao de células
espumosas (Younis et al, 2008). A LDL glicada tém sido identificada
imunohistoquimicamente nas placas de ateroma utilizando anticorpos contra diferentes
epitopos nas LDL nativas, oxidadas, glicadas e glicoxidadas (Younis et al, 2008).

A geracao das LDLox podem ocorrer durante a glicagdo, mas a LDLox néo é
necessariamente glicada como foi indicado em estudos in vitro sobre a reatividade
cruzada de LDL glicada e glicoxidada, utilizando anticorpos
contra a LDLox e LDL-AGE, onde foi demonstrado que LDLox n&do apresenta reacao
cruzada com anticorpos para LDL-AGE (Younis et al, 2008).

O reconhecimento que a glicagdo da LDL é tao importante quanto o processo
de oxidagdo na aterogénese pode levar ao desenvolvimento da compreenséo deste

complexo mecanismo e de como evita-lo.

1.5. Proteinas reguladoras do metabolismo lipidico, sua relagdo com
LDLox e sua resposta imunolégica

Sao escassos na literatura estudos envolvendo as proteinas reguladoras do

metabolismo plasmatico e lipoproteinas modificadas quimicamente, sendo necessarias

mais investigagdes para definir sua contribuicdo no metabolismo lipidico.
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A proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP) atua na
transferéncia de ésteres de colesterol das HDL para as VLDL, IDL e lipoproteinas
remanescentes e faz o caminho inverso para os triacilglicerois. Esta proteina, junto a
LCAT, atua no metabolismo da HDL (Mahley et al, 2003).

Algumas evidéncias sugerem que a CETP esta associada a heterogeneidade
da LDL (Vakkilainen et al, 2002; Hogue et al, 2004). CETP pode nado sé6 alterar a
composic¢ao do éster de colesterol e de triglicérides da LDL, como também alterar a
susceptibilidade da LDL a oxidagdo (Sugano et al, 2000), o que pode resultar no
incremento das concentragbes da LDL in vivo. Também foi indicado que a completa
deficiéncia de CETP aumenta as concentra¢des plasmaticas de LDLox (Chiba et al,
1997). No entanto, nenhum estudo sobre as associa¢cdes entre o aumento da
concentracdo e composicdo do éster de colesterol e triglicérides na LDL, e
concentragdes de LDLox in vivo foi relatada (Wang et al, 2007).

Um estudo realizado por Castilho et al (2001), onde investigaram os efeitos no
fluxo bidirecional de éster de colesterol (in vitro) mediada pela CETP entre HDL e
particulas de LDL acetiladas e oxidadas demonstrou que modificacdes quimicas da
LDL alteram significativamente a redistribuicdo de éster de colesterol mediada pela
CETP entre HDL e LDL, indicando que a CETP transfere éster de colesterol com mais
eficiéncia da LDLox para HDL em relagdo a LDL nativa, em um mecanismo
potencialmente anti-aterogénico, sugerindo que esse processo provavelmente ocorra
no compartimento plasmatico assim como na intima arterial. Outros estudos também
investigaram o efeito da modificacdo da LDL na rede de transferéncias da CETP
(Nishida et al, 1993; Christison et al, 1995; Passarelli et al, 1997; Harada et al, 1998;
Wang et al, 2007).

Em recente publicagéo, Oliveira e de Faria (2011) propuseram que a CETP, em
conjunto com a HDL, poderiam funcionar como um mecanismo para reduzir as
concentrac¢des de LDLox no plasma, facilitando a remocéo de lipidios oxidados através
da lipoproteina.

A proteina de transferéncia de fosfolipidios (PLTP) &€ uma proteina sintetizada
em varios tipos celulares e é capaz de transferir os fosfolipidios entre as lipoproteinas
além de modular o tamanho e a composi¢do das particulas de HDL (Samyn et al,
20009).

Um estudo realizado por Yang et al (2003) mostraram que a super-expressao
de PLTP diminui o teor de vitamina E presente na LDL, elevando sua oxidagao.
Portanto a PLTP pode modular a deposigéo de colesterol nos macréfagos através de

seu papel no status oxidativo dentro das células (Yazdanyar et al, 2011).
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Para investigar o papel da PLTP na aterogenicidade, outros aspectos
importantes, que n&o o transporte reverso de colesterol, precisam ser explorados,
como a oxidagdo da lipoproteina, inflamagéo, conjunto de particulas que contém
apoB100, fungdes intracelulares, e assim por diante (Yazdanyar et al, 2011).

A PLTP surgiu mais recentemente como um fator pré-aterogénico pela sua
capacidade de aumentar a producdo de lipoproteinas que contém apoB100,
diminuindo sua protegdo antioxidante e desencadeando a inflamacgéo (Tzotzas et al,
2009). Dados recentes tém mostrado que as propriedades da PLTP expressa
localmente em macréfagos e tecidos pode ser diferente da sua fungéo na circulagéo.
Ha sugestdes de que a PLTP tenha fungéo pro-aterogénica na circulagédo (Yazdanyar
et al, 2011).

Atuam também no metabolismo de lipidios e lipoproteinas as enzimas
Lipoproteina Lipase (LPL) e a Lipase Hepatica (LH). A LPL é responsavel pela
hidrélise de lipoproteinas ricas em TG, faciltando a transferéncia de FL e
apolipoproteinas para HDL. A LH é primariamente uma fosfolipase, mas também
possui atividade hidrolase para ftriacilgliceréis, atua de diversas maneiras no
metabolismo de lipoproteina, sendo capaz de facilitar a interagdo entre lipoproteinas
remanescentes com o receptor LRP “Low-Density Lipoprotein Receptor- Related
Protein” nos hepatécitos. Participa, ainda, da conversdo da HDL, para HDL;
removendo triacilgliceréis e fosfolipides da HDL. A elevada atividade da LH reduz as
concentracdes de HDL total (Mahley, 2003).

Estas lipases foram associadas tanto a efeitos pré-aterogénicos quanto anti-
aterogénicos, em razao do papel central que exercem na atividade lipolitica endotelial
(Hasham e Pillarisetti, 2006).

Existem, de maneira geral, pelo menos trés maneiras pelas quais as lipases
podem influenciar a aterosclerose: através do impacto nos niveis de lipoproteinas,
através de reagdes inflamatorias nas células vasculares por produtos da lipdlise e
pelos efeitos diretos das lipases nas placas (Olivecrona e Olivecrona, 2010). As
lipases podem causar pontes n&o enzimaticas de lipoproteinas aterogénicas para a de
matriz extracelular e, promovendo retencdo e possivelmente modificacdo das
lipoproteinas, tornando-as mais aterogénicas (Tabas et al, 2007). Evidéncias diretas
da importancia da LPL nessa retencdo foi obtida em estudos com camundongos
transgénicos que expressam o LDL humana normal comparada com LDL com
mutag¢des no sitio de ligagdo de proteoglicanos de apoB100. A mutagdo reduziu a

retencdo de LDL e retardou o aparecimento da aterosclerose (Gustafsson et al, 2007).
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Um estudo envolvendo o malondialdeido (MDA-LDL) e LH em pacientes
portadores de hiperlipidemia familiar (HLF) demonstrou que as concentragdes de
MDA-LDL foram elevadas nos casos quando comparados aos controles e seus niveis
se mostraram negativamente correlacionada com a atividade da LH. Estes achados
indicam que as MDA-LDL podem contribuir para o processo aterogénico na HLF,
principalmente quando associado a polimorfismos comuns da LH (Yamazaki et al,
2004).

Diversas linhas de evidéncia indicam que a LPL, e talvez também lipase
endotelial (Wu et al, 2010), sejam pré-aterogénicas quando presentes na parede da
artéria.

HDL e apoAl podem tornar-se disfuncionais ou mesmo pré-inflamatérias assim,
promovendo a aterosclerose (Smith, 2010). apoAl € o componente predominante da
HDL, e é conhecida por seu papel no transporte reverso do colesterol, além de serem
relacionadas a ativagdo da LCAT (Martin et al, 2006; Shao et al, 2010) e inibicdo da
LH (Ramsamy et al, 2000).

1.6. Espessura do complexo intimo-medial das artérias carétidas (EIM)

Apesar dos progressos feitos no esclarecimento da fisiopatologia da
aterosclerose, a causa e 0s mecanismos subjacentes ao seu desenvolvimento ainda
necessitam maior compreensao (Perdomo e Dong, 2009). Desta forma, ha uma
emergente necessidade de que se estabelecam métodos nao invasivos e de baixo
custo para avaliagdo da aterosclerose nos estagios em que ainda permaneca
assintomatica na populagao (Stern, 2008, Crouse et al, 2007).).

Recentemente, a mensuragdo ultra-sonografica da espessura das camadas
intima e média das artérias carétidas (EIM) tem surgido como uma ferramenta na
monitorizagcdo da aterosclerose e € utilizada como medida de desfecho substituto de
eventos cardiovasculares, ante a associagdo com fatores de risco para doencga arterial
coronariana (DAC) e com eventos cardiovasculares incidentes (Torres et al, 2007).

Diante das evidéncias da relagdo da EIM com eventos cardiovasculares, em
2000 a V Prevention Conference concluiu que a medida da EIM pode ser considerada
para estratificagdo de risco de doenga coronariana (Greenland et al, 2000).

A medida do espessamento da camada intima-média (EIM) das artérias
car6tidas apresenta boa correlacdo com a mortalidade cardiovascular e é utilizada
para avaliar a extensdo e a severidade da aterosclerose e monitorar intervencoes

terapéuticas, em estudos populacionais (Takahashi et al, 2004). Muitos estudos, que
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investigaram o risco de IAM, utilizaram este parametro em suas analises (Chambless
et al, 1997; O’Leary et al, 1999).

Os valores de EIM sé&o utilizados pela American Heart Association (AHA) e pela
diretriz Brasileira de prevengdo de aterosclerose para avaliacdo do risco
cardiovascular (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007). A medida da EIM das
car6tidas pode ser utilizada na pesquisa de doenca cardiovascular subclinica, mesmo
na auséncia de outros fatores de risco (Bots et al, 1997). De fato, ja foi demonstrado
que para cada 0,1 mm de aumento da EIM ha um incremento de 11% no risco de IAM
e que um incremento na EIM de 0,03 mm ao ano esta relacionado a um risco relativo
de 3,1 para a ocorréncia de morte por DAC, infarto IAM nao-fatal e revascularizagédo
miocardica (Hodis et al, 1998; Almeida et al, 2007).

E um método seguro, ndo-invasivo, sem exposi¢do a radiacdo e de baixo
custo, sendo util tanto no diagndstico como no acompanhamento da aterosclerose
(Hovingh et al, 2005) em todas as suas fases, inclusive nas mais precoces (Dullaart et
al, 2010). O uso da ultra-sonografia para quantificagdo da EIM carotidea possui boa
reprodutibilidade, conforme ja evidenciado por Bots et al (1993) e por Kanters et al
(1997).

Vérios estudos epidemiolégicos prospectivos utilizaram a EIM como valor
preditivo para DCV subclinica e clinica (Salonen et al, 1992; O'Leary et al, 1999;
Fukomoto et al, 2000; Nambi et al, 2010).

Diversos estudos tém demonstrado a associagdo independente entre EIM e
incidéncia de doengas cerebrovascular e coronariana, tornando a medida uma
ferramenta valiosa na avaliagdo da aterosclerose e também do risco cardiovascular
(Torres et al, 2007). A quantificagdo da velocidade de fluxo permite estratificar o risco
de acidente vascular cerebral (AVC).

O estudo ARIC (The Atherosclerosis Risk in Communities) acompanhou 12841
pacientes sem eventos cardiovasculares prévios acompanhados por 5,2 anos. Foi
realizada avaliagéo clinica e laboratorial dos pacientes, além da afericdo da EIM. Os
autores demonstraram uma taxa de eventos comparando EIM abaixo e acima de 1
mm igual a 5,07 para mulheres e de 1,85 para homens (Chambless et al, 1997). Os
mesmos autores fizeram uma segunda publicagdo em 2000 com dados da populagéo
desse mesmo estudo para avaliagédo do risco de AVC. Encontraram aumento do risco
de AVC em pacientes com maior EIM (Chambless et al, 2000).

Alguns estudos enfatizam a necessidade de padronizagcdo da metodologia para
coleta das medidas da EIM (O’Leary et al, 2002; Lorenz et al, 2007). Entretanto, os

protocolos que utilizam esse valor como preditivo para DCV ainda s&do heterogéneos
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quanto a selegdo do segmento carotideo utilizado, valores médios ou maximos da
EIM, medida de um ou dois lados, embora a reprodutibilidade tenha melhorado

consideravelmente nas Ultimas décadas.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Geral

- Estudar a associagdo e a agdo aterogénica da lipoproteina de baixa
densidade oxidada e dos anticorpos anti-LDL oxidada, em individuos adultos sem

doenca aterosclerética estabelecida.

2.2. Especificos

- Medir as concentragdes plasmaticas da LDL oxidada (LDLox), os titulos de
anticorpos contra a LDLox (acLDLox) e o numero de particulas de LDL oxidadas
(LDLox/apoB100 e LDLox/LDL-C) na amostra populacional total e por tercis de LDLox

e acLDLox.

- Determinar as atividades das proteinas de transferéncia de ésteres de
colesterol (CETP), de transferéncia de fosfolipides (PLTP) e da lipase hepatica (LH) e
lipoproteina lipase (LPL) na amostra populacional total e por tercis de LDLox e
acLDLox.

- Avaliar as associagdes entre acLDLox, LDLox, LDLox/apoB100 e
LDLox/LDL-C e dados antropométricos (indice de massa corporea, circunferéncia da
cintura, presséao arterial sistélica e diastélica) e com dados bioquimicos como, glicose,
colesterol, triglicérides, lipoproteina de baixa densidade, lipoproteina de muito baixa
densidade, lipoproteina de alta densidade, fosfolipides, apolipoproteina Al,
apolipoproteina B100, indice de Castelli | (C/HDL-C), estimativa de tamanho de LDL
(TG/HDL-C) e as atividades da CETP, PLTP, LH e LPL.

- Determinar na amostra total e no maior tercil de LDLox e de acLDLox quais
fatores, antropométricos e/ou bioquimicos entre os avaliados neste estudo sao
determinantes (analise multivariada) de acLDLox, e/ou oxLDL e dos indices do grau de

oxidagao/particula de LDL.
- Determinar na amostra total e por tercil de LDLox e de acLDLox a espessura

intimo-medial das artérias carétidas (EIM) ou o valor maximo para determinar sua
associagado com acLDLox, LDLox e os indices do grau de oxidagao/particula de LDL.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Populagao do estudo

O presente estudo provém da analise estatistica de um banco de dados do
Laboratério de Lipides/FCM/UNICAMP cujos procedimentos de selegcdo, coleta e
andlise laboratorial dos materiais foram realizados anteriormente de acordo com o
protocolo experimental a seguir:

Para esse estudo foram selecionados 107 voluntarios adultos, com valores
laboratoriais dentro dos limites de referéncia e sem doencga aterosclerotica
estabelecida, de ambos os sexos, com idade entre 19 e 78 anos, procedentes da
Universidade Estadual de Campinas.

Esses voluntarios foram escolhidos apdés uma selegédo preliminar onde foram
realizados avaliagdo laboratorial (testes bioquimicos) e exame clinico (determinagao
de peso, altura, IMC, circunferéncia da cintura, entre outros). Todos os voluntarios
foram detalhadamente informados dos termos da pesquisa e, se de acordo, assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Foram excluidos do estudo os voluntarios que apresentaram presenca ou
histérico de angina pectoris, IAM, hepatopatias, nefropatias, pneumopatias,
endocrinopatias, diabetes mellitus, tabagistas, aqueles que possuiam consumo de
alcool = 75g/dia e que faziam uso de quaisquer medicamentos, incluindo
anticoncepcionais.

Apods a selecdo, estes individuos responderam a um questionario que incluia
histéria de procedimentos de revascularizagdo coronaria, angioplastia coronariana e
revascularizagdo coronariana e quando negados em relagdo a estes quesitos, foram
orientados a comparecer ao laboratério para a coleta de sangue para as andlises.

A puncdo venosa para obtengdo de soro e/ou plasma ocorreu com o paciente
em jejum de 12 horas. Uma parte do material foi submetida imediatamente as analises
laboratoriais na Seg¢édo de Bioquimica Clinica do Hospital das Clinicas/lUNICAMP e a
outra parte foi armazenada por congelamento (-80°C) para realizagdo posterior de
outras analises, como determinagéo dos anticorpos anti-LDL oxidada, LDL oxidada e
determinacgdo das atividades da CETP, PLTP, LPL e LH, que ocorreram no Laboratério
de Lipides do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE)/UNICAMP.

Todos os exames clinicos e as coletas de sangue foram realizados nas
dependéncias do Hospital das Clinicas da UNICAMP, no Setor de Coleta da Divisao

de Patologia Clinica e em salas de procedimentos metabolicos do HC.
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3.2. Analises Laboratoriais

O colesterol (C) e os ftriglicérides (TG) foram quantificados por métodos
enzimatico-colorimétricos, em sistema de automacdo Boehringer Mannhein Hitachi
917-Roche utilizando reagentes comerciais da Roche.

LDL-C foi determinado pela equacgéo de Friedewald (Rifai et al, 1999); ja o
HDL-C por métodos diretos homogéneos (Nauck et al, 1997).

As apolipoproteinas apoAl e apoB100 e a lipoproteina (a) foram analisadas
por nefelometria em aparelho BNIl/Marburg, utilizando reagentes Dade-Behring®.

Foi utilizada a razdo TG/HDL-C para a determinagdo da estimativa de
tamanho de LDL (Boizel et al, 2000). Além disso, utilizamos como estimativa para risco
cardiovascular a razdo COL/HDL-C (valor de referéncia <3) — indice de Castelli |
(Arcanjo et al, 2005).

As razdes LDLox/LDL-C e LDLox/apoB100 estimaram o numero de particulas
de LDL oxidadas (Van der Zwan et al, 2009).

3.3. Determinagdo do Marcador de Oxidagdo: LDL oxidada

A concentracdo de LDL oxidada no plasma foi determinada através do kit
Oxidized LDL ELISA, da Mercodia, um kit de ELISA de captura (também conhecido
como ELISA sanduiche). As placas sdo sensibilizadas e revestidas com anticorpos
murinos monoclonais mAb-4E6, anti-LDL oxidada. Pipetou-se 25ul de plasma e 100uL
do tampado de ensaio em cada well, as placas foram incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente (18-25°C). Depois, as placas foram lavadas seis vezes com
350uL de tampao de lavagem por well. Adicionou-se, entdo, 100uL do conjugado, que
consiste de anticorpo monoclonal anti-apoB100 conjugado a uma peroxidase. As
placas foram incubadas novamente por 1 hora, a temperatura ambiente (18-25°C).
Ap6s incubacgao, foram lavadas, e adicionou-se 200uL de substrato contendo TMB
(3,3",5,5 -tetramethylbenzidine) e peroxido de hidrogénio. Na presenca da peroxidase,
o peroxido de hidrogénio libera oxigénio o qual oxida o TMB. Incubou-se, no escuro,
por 15 minutos, para essa reagéo ocorrer, e depois foi adicionado 50uL de solugéo de
parada, que torna a coloracdo amarelada. A leitura da placa foi realizada a 450nm.

O padrao é diluido em 5 concentragdes conhecidas. Montou-se a curva-padrao
em um grafico, calculou-se a equagdo da reta, e a partir das absorbancias das
amostras, calculou-se as concentragdes de LDL oxidada no plasma, em U/L (Holvoet et

al, 2001).
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3.4. Determinagdo do Marcador Imunolégico: Anticorpos anti-LDLox

Os anticorpos anti-LDL oxidada foram determinados pelo método ELISA,
utilizando LDL altamente oxidada como antigeno de acordo com Gidlund et al, 1996.

Placas de 96 pocos (Costar®, cod. 3690) foram sensibilizadas com 50 pl/pogo
de antigeno (1mg/ml) diluidas em tampao ph 9,4. As placas foram armazenadas a 4°C
overnight. Apés este periodo, as placas foram lavadas quatro vezes com 100 ml de
tampao PBS e bloqueadas com 5% de solucao de leite desnatado (Molico/Nestlé, SP,
Brazil), e foram incubadas por 2h a temperatura ambiente. Apdés uma segunda
lavagem, amostras de soro diluidas (1:200) (50 pl) foram adicionadas aos pogos € as
placas mantidas por 2h a temperatura ambiente. Em seguida foram realizadas quatro
lavagens com 100 ml em PBS/Tween 20, e foi adicionado o anticorpo anti-IgG de
camundongo desenvolvido em coelho e conjugado com peroxidase (50 ul, diluido a
1:1500). Ap6s 1h de incubagao a temperatura ambiente, as placas foram novamente
lavadas. O substrato para a enzima (75 pl/pogo) mais 250 mg de tetrametilbenzidina
diluido em 50 yl de DMSO, 10 ml de H,O, e 12ml de tampé&o citrato (pH 5,5) foram
adicionados e incubados por 5 minutos a temperatura ambiente; e a reagéo foi
suspensa com 25mL de 2,0 M de acido sulfurico. A leitura da densidade optica foi
realizada em 450 nm.

Para avaliar a amplitude da variabilidade da reacdo do grupo controle para o
anti-LDLox utilizamos o valor da média com seu desvio padrdo que oscilou de 0,17 a
0,65.

Numa possivel comparagdo entre as diferentes baterias de ensaios para a
determinagdo de anticorpos foi utilizado um controle interno (IgG total com
concentragcdo 100mg/ml — Santa Cruz Biotechnology) e um controle branco (usando
PBS no lugar da amostra) em cada placa. Desta maneira os resultados foram
expressos através da Absorbancia relativa calculada pela seguinte férmula: Abs
relativa = {(Abs anticorpo)-(Abs branco)}. (Abs controle interno). (Chen et al, 1988;
Boschcov et al, 2000; Damasceno et al, 2000; Ketelhuth et a/ 2001).

3.5. Determinacao das atividades de LH, LPL, CETP e PLTP

As atividades da LH e da LPL foram obtidas por um método radiométrico
através da medida da liberacdo de acidos graxos livres resultantes da hidrélise de um
substrato artificial de trioleina triciada (Ehnholm e Kuusi, 1986), em plasma pos-

heparina (100 Unidades de heparina endovenosa/Kg peso corporal). O substrato foi
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preparado pela adicdo de trioleina fria [(1, 2, 3-Tris [cis-9-octadecenoleo]glicerol)] e
trioleina radioativa [([9,103H] (N)-trioleina], atividade especifica de 26,8 Ci/mmol, New
England Nuclear, Boston, EUA) estabilizadas por uma solugdo de goma arabica a 5%
(Sigma, St Louis, MO, EUA). A mistura foi submetida a sonicagbes alternadas, 8 vezes
de 30 segundos em sonicador Branson Cell Disruptor (Branson Sonifier modelo 450,
Danbury, EUA), com ponta de titdnio de 1 cm de didmetro. A albumina bovina sérica
livre de acidos graxos a 10% é acrescentada ap6s a sonicagdo para quelar os acidos
graxos livres, e a LPL ¢é inibida pela adicdo de 2M NaCl. A reacéo foi incubada por 60
minutos a 37° C e interrompida com a adigdo de uma solugédo de metanol: cloroférmio:
heptano (1,41: 1,25: 1; V/V/V), seguida de uma mistura de bicarbonato de
potassio/acido bérico (pH=10,5). A radioatividade foi determinada num contador de
cintilagédo liquida modelo LS-5000/ 75B (Beckman, Beckman Instruments, Palo Alto,
EUA). A atividade de LPL foi calculada pela diferenga entre as atividades de lipase
total e LH e expressas como nmoles de acidos graxos liberados/mL de plasma/ por
hora.

A atividade da CETP foi determinada por ensaio exégeno que quantifica a
transferéncia de colesteril éster (CE) radioativo e usa o plasma como fonte de CETP,
segundo método radiométrico exdgeno (Lagrost et al, 1998). As particulas aceptoras
de CE (LDL e VLDL, d<1,063 g/mL) foram obtidas a partir de um pool de soros
normolipidémicos por ultracentrifugacdo seqlencial, em ultracentrifugas modelo
L80/75B da Beckman (Bekman Instruments), utilizando um rotor 50Ti. As HDL foram
radioisotopicamente marcadas com [4-'?C]-colesteril oleate (New England Nuclear) e
purificadas por ultracentrifugacdo em gradiente descontinuo de densidade. Os ensaios
de transferéncia de ésteres de colesterol consistiram na adigdo do doador marcado, do
aceptor, do tampao Tris pH 7,4 e de soro como fonte de CETP, sendo esta mistura
homogeneizada, incubada por 4 horas a 37°C, resfriada e precipitada com uma
solucdo de 1M de sulfato de dextrana e cloreto de magnésio (1:1). Apds a
centrifugacdo por 15 minutos a 3000 rpm (4°C), o sobrenadante foi coletado para a
contagem da radioatividade num contador de cintilagcao liquida Beckman modelo LS-
5000 (Beckman Instrumments) e a atividade da CETP como porcentagem da
transferéncia de colesteril ester calculada pela equacgdo: % de transferéncia de CE= [1-
(dpm amostra/dpm branco)x 100].

A atividade da PLTP foi mensurada através da medida de transferéncia de
[14C]fosfatidilcolina, entre lipossomas e HDL (Damen et al, 1982). Para preparar 1mL
de lipossomas radioativamente marcados, secou-se, num frasco limpo, contendo

125umol de fosfatidilcolina, 14C fosfatidilcolina e hidroxitolueno butilado. A mistura
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lipidica foi sonicada com tamp&o contendo NaCl (150mM), tris-HCI (10mM) e EDTA
(1mM), pH7,4; repetindo por 3 vezes durante 5 minutos em gelo. As amostras de
plasma como fonte de PLTP (10uL) foram incubadas por 1 hora a 37°C com o
lipossoma marcado radioativamente (125 nmol de FL), HDL (250ug de proteina) e
tampao Tris, pH 7,4 (NaCl 150mM, Tris-HCI 10mM e EDTA 1mM), para um volume
final de 400uL. Os lipossomas foram precipitados com solugéo precipitante (500mM de
NaCl, 125mM de MgCI2 e 140U de heparina/tubo), e o sobrenadante coletado para
determinar a medida da radiatividade. A porcentagem de transferéncia de FL foi
calculada através da equacéo: % de transferéncia de FL radioativo = (dpm amostra-

dpm branco/dpm total-dpm branco) x 100.

3.6. Determinagao da espessura intimo-medial de artérias carétidas

Para a determinacdo da espessura da camada intimo-medial das caroétidas, os
pacientes foram examinados em decubito dorsal com a cabeca elevada em cerca de
20° e com rotacdo de 45°. Foi realizada a ultrasonografia Doppler, utilizando
equipamentos ATL HDI 1500 (ATL) e Logic 400 (General Electric Healthcare,
Milwaukee, EUA), com transdutores lineares de 4-12 MHz. O protocolo, em todos os
casos, foi realizado pelo mesmo médico ultra-sonografista Dr. Rui T. Nakamura.
Foram realizadas escaneamento da parede posterior, a 1 cm distal das artérias
comuns, tanto no lado direito quanto no lado esquerdo do pescogo, de acordo com o
preconizado na literatura (Simons et al, 1999). Os resultados foram expressos como
média aritmética das espessuras (em milimetros) das carétidas direita e esquerda, que

foram aferidas por cinco vezes cada uma.

3.7. Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se os softwares SAS 9.1.3
(SAS Institute Inc.), SPSS 16.0 com o apoio do Setor de Estatistica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP. Foram realizadas as seguintes analises:

- Para comparacdo de varidveis numéricas entre os grupos, sem correcao
para covariaveis, utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn;

- Para comparagédo de variaveis numéricas entre os grupos, com correcao
para covariaveis, idade, sexo, indice de massa corpérea e pressao arterial sistolica por
ANCOVA: utilizou-se o ANCOVA seguido do teste de comparacdo multipla Tukey

Kramer;
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- Para comparacgéo de variaveis categoricas entre os grupos utilizou-se o Qui-
quadrado.

- Para correlacdo dentre as variaveis e os grupos, foi utilizado o teste de
Spearman parcial com corregao para covariaveis, idade, sexo, indice de massa
corpoérea e pressiao arterial sistolica por ANCOVA.

A analise de regressao linear multipla foi realizada utilizando o critério stepwise
de selegdo das variaveis para acessar a influéncia das variaveis de interesse,
independentemente, sobre a os acLDLox, LDLox, LDLox/apoB100 e LDLox/LDL-C. Os
resultados foram expressos como coeficientes de determinacdo R2 que representa a
percentagem de variacdo na variavel dependente explicada pelas variaveis
independentes.

Os resultados analisados foram expressos como médias + desvio padrao e
utilizou-se o nivel de significancia de 5,0% para as diferengas significativas e para
limitrofes de 5 a 9%: p>0,05 e <0,09.
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4. RESULTADOS
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A tabela 2 resume as caracteristicas clinicas da populagéo total estudada e por tercis de acLDLox e LDLox, que foram classificados

conforme abaixo:

acLDLox: tercil baixo (B) (£0.23 OD, n=34); intermediario (I) (0.24 - 0.35 OD, n= 34) e alto (A) (20.36 OD, n= 34).
LDLox: tercil baixo (B) (<46.2 U/L, n = 35); intermediario (I) (46.3 - 69.9 U/L, n= 36) e alto (A) (=70.0 U/L, n= 36).

Ha uma sobreposicao de individuos pertencentes aos mesmos tercis para os 2 grupos: no baixo (22%); no intermediario (11%) e no alto

(16%).
Tabela 2. Caracteristicas clinicas da populagao total estudada e por tercis de acLDLox e LDLox
acLDLox LDLox
Todos B I A B I A
Variaveis (£0.23D0O)  (0.24-0.35D0) (2 0.36 DO) p (£46.2U/L) (46.3-70U/L)  (270.1 U/L) p
(n=107) (n=30-34) (n=34) (n=33-34) (n=33-35) (n=34-36) (n=34-36)
Idade (anos) 42 + 16 34+13° 39+14° 52 £ 15° <0.001 29%9° 46 £ 16° 50 £ 13*° <0.001
Sexo (F/M) 71/36 19/15 21/13*° 28/06° 0.052 20/15>° 21/15° 30/6° 0.030
IMC (Kg/m?) 25+5 23+2° 25+ 4*° 26+ 5° 0.014 22+3° 25+4° 26+4° <0.001
CC (cm) 80+ 10 77+ 9% 79 + 1270 83+ 11° 0.068 74+8° 82+13° 83 +10>° 0.001
PAS (mmHg) 123+ 15 118+ 9 125 + 17 127 £ 16 NS 115 £ 11° 130 £ 18° 124 £ 13*° <0.001
PAD (mmHg) 80+ 10 77+7 81+12 81+8 NS 75+ 9° 83+10° 81+9*° 0.005

Valores expressos em média + DP. acLDLox: auto-anticorpos anti-LDL oxidada. LDLox: lipoproteina de baixa densidade oxidada. B: Tercil baixo. I: Tercil intermediario. A: Tercil alto. IMC: indice de
massa corporea. CC: Circunferéncia da cintura. PAS: PressZo arterial sistolica. PAD: Pressao arterial diastolica. Testes Mann-Whitney, Qui-quadrado e Kruskal-Wallis foram usados. ®® © Grupos com
a mesma letra ndo séo significativamente diferentes. p<0.05: diferenga significativa e 0.05 < p > 0.10, borderline.

Com o aumento do tercil de acLDLox, houve aumento da idade e IMC assim como a incidéncia do sexo feminino e CC (p=0.068). Em

contrapartida, com o aumento dos tercis de LDLox todos os parémetros clinicos foram maiores: idade, sexo (feminino), IMC, CC e presséo

arterial. A partir da observagao desses resultados, os parametros antropométricos idade, sexo, IMC e PAS foram corrigidos por ANCOVA nas

demais analises.

81



A tabela 3 apresenta os parametros bioquimicos estudados.

Tabela 3. Lipides, Lipoproteinas, Apolipoproteinas, Lipases e Atividades de proteinas de transferéncia dos anticorpos anti-LDL

oxidada e LDL oxidada na populagao total e por tercis de acLDLox e LDLox

acLDLox LDLox
Todos B | A B | A
Variaveis (n=107) (£0.23DO)  (0.24-0.35D0) (2 0.36 DO) p (£46.2 U/L) 46.3-T0 U/L)  (270.1 U/L) p
(n=31-34) (n=31-34) (n=30-34) (n=33-35) (n=34-36) (n=29-36)

C (mg/dL) 198 + 56 180 + 56 199 + 63 217 £ 43 NS 155 + 47° 204 + 41*° 233 +49° <0.001
TG (mg/dL) 87 +43 85+ 45 95+ 53 82 + 27 NS 71+ 38 89 +42 100 £ 43 NS
LDL-C (mg/dL) 116 + 38 106 + 33 115+ 45 127 + 34 NS 85+ 21° 118 £ 29° 142 + 38° <0.001
VLDL-C (mg/dL) 17 £ 8.6 17+£9 19+£10 16£5 NS 147 17+8 20+ 8 NS
HDL-C (mg/dL) 66 £ 24 58 + 30 65+ 19 74 £ 16 NS 57 £ 30 69 £ 19 70 £ 17 NS
FL (mg/dL) 216 £ 50 219 + 51 209 + 46 219+ 55 NS 195+ 49 217 + 36 239 + 55 NS
apoAl (mg/dL) 164 + 37 147 + 27 165 + 36 183 + 39 NS 141 £ 33 172 + 31 177 £ 37 NS
apoB100 (mg/dL) 93 + 31 85+ 26 94 + 36 100 + 28 NS 68 £17° 97 + 25° 113 + 28° <0.001
C/HDL-C 3.1+£0.7 3.0£0.8 3.0£0.7 2.7+0.7 NS 2.7%+0.7° 3.0%0.6>° 3.3+0.8° 0.013
TG/HDL-C 14+0.8 14%*1.0 1.2+0.8 1.1+0.6 0.086 1.0+£0.7 1.2+0.8 1.2+0.8 NS
LH (nmol FFA/mL/h) 2137 + 1383 | 2801 +1357° 1805 +1252*° 1672 +1044° 0.039 2552 + 1372 2061 + 1270 1792 + 1442 NS
LPL (nmol FFA/mL/h) 2530 + 1257 2203 + 954 2695 + 1238 2751 = 1500 NS 2442 + 876 2660 + 1280 2479 + 1557 NS
CETP (% de transferéncia) 14+7.8 167 1327 13+£8 NS 17.3127.0° 11.6 £ 6.6° 13.0 + 8.5*° 0.029
PLTP (% de transferéncia) 15+ 10 12.8 £+ 10 1349 19.2 £+ 11 NS 117 14.7 £ 11 20+ 10 NS
Glicose (mg/dL) 83+8 84 +9 85+9 81+6 NS 83+8 85+9 83+8 NS

Valores expressos em média + DP. acLDLox: auto-anticorpos anti-LDL oxidada. LDLox: lipoproteina de baixa densidade oxidada. B: Tercil baixo. I: Tercil intermediario. A: Tercil alto. C: Colesterol. TG: Trigliceridios.
LDL-C: Lipoproteina de baixa densidade. VLDL-C: Lipoproteina de muito baixa densidade. HDL-C: Lipoproteina de alta densidade. FL: Fosfolipidess. apoAl: Apolipoproteina Al. apoB100: Apolipoproteina B100.
C/HDL-C: indice de Castelli I. TG/HDL-C: Estimativa de tamanho da LDL. LH: Lipase hepatica. LPL: Lipoproteina Lipase. CETP: Proteina de transferéncia de ésteres de colesterol. PLTP: Proteina de transferéncia de
fosfolipides. Testes Mann-Whitney, Kruskal-Wallis e Tukey Kramer foram usados, valor de p ajustado para idade, sexo, IMC e PAS por ANCOVA. p<0.05: * ®°_ Grupos com a mesma letra ndo sdo significativamente
diferentes. p<0.05: diferenca significativa e 0.05 < p > 0.10, borderline.
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No grupo dos acLDLox, o unico paradmetro bioquimico que tendeu a diminuicao nos tercis foi TG/HDL-C, o tamanho estimado da LDL.

Ja no grupo LDLox, os parametros C, LDL-C, apoB100, e C/HDL-C apresentaram-se aumentados. Nao houve variagdo na LPL com os tercis

para ambos os marcadores. A atividade de LH diminuiu significativamente no grupo dos acLDLox entre os tercis. No tercil alto do grupo LDLox

houve uma diminuicdo significativa na atividade da CETP, ja a atividade da PLTP n&o se alterou em nenhum dos grupos, assim como a

glicose.

A Tabela 4 apresenta as variacdes entre os tercis dos grupos de anticorpos anti-LDL oxidada, LDL oxidada e marcadores de oxidagao

da LDL.

TABELA 4. Anticorpos anti-LDLox, LDL oxidada, razées LDLox/apoB100 e LDLox/LDL-C na populagéo total e por tercis de acLDLox e

LDLox
acLDLox LDLox
Todos B | A B | A
Variaveis (n=107) (£0.23 DO) (0.24-0.35DO) (20.36 O DO) o] (<46.2U/L) (46.3-70U/L) (270.1U/L) p
(n=34) (n=34) (n=34) (n=34-35) (n=35-36) (n=33-36)

acLDLox (DO) 0.32£0.16 0.16 £ 0.04 0.28 £ 0.03 0.51+0.12 - 0.25+£0.13 0.34 £0.15 0.37 £0.18 NS
LDLox (U/L) 62.9 £ 28.1 49 + 20 64 + 30 69 £ 21 NS 35+ 8.21 58 +6.72 95 + 20.50 -
LDLox/apoB100 (U/g) 6.83 + 2.66 5.83+1.53 6.80 £ 1.85 6.95 % 2.40 0.076 5.30+£1.34 6.27 £ 1.41 8.85 % 3.28 <0.001
LDLox/LDL-C (U/mmol) | 21.14 + 7.80 | 18.19+4.76 21.46 + 6.36 21.94 +6.92 NS 16.32+4.47 19.74+4.01 27.23%+9.23 <0.001

Valores expressos em média + DP. acLDLox: auto-anticorpos anti-LDL oxidada. LDLox: lipoproteina de baixa densidade oxidada. B: Tercil baixo. |: Tercil intermediario. A: Tercil alto. LDLox/apoB100 e
LDLox/LDL-C: Graus de oxidagédo da LDL. Testes Mann-Whitney, Kruskal-Wallis e Tukey Kramer tests foram usados. Valor de p ajustado para idade, sexo, IMC e PAS por ANCOVA. p<0.05: diferenca

significativa e 0.05 < p > 0.10, borderline.

Com o aumento dos titulos de acLDLox, houve uma tendéncia de aumento na razdo LDLox/apoB100 e n&o foram observadas

alteragdes no parametro LDLox. Ja com aumento das concentracdes de LDLox, houve aumento significativo nas 2 razées LDLox/apoB100 e

LDLox/LDL-C (p<0.001), mas n&o ocorreu mudangas no parametro acLDLox neste grupo.
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As correlagdes entre acLDLox, LDLox, razdes LDLox/apoB100 e LDLox/LDL-C com parametros bioquimicos, lipases e proteinas de

transferéncia sdo mostradas na tabela 5.

Tabela 5. Coeficientes Parciais de Correlagdo de Spearman para acLDLox, LDLox, razées LDLox/apoB100 e

LDLox/LDL-C com variaveis bioquimicas, lipases e proteinas de transferéncia na populagao total

Paramet Variaveis r P
arametros ¢ (mg/dL) 0.409 <0.001
LDL-C (mg/dL) 0.546 < 0.001
LDLox apoB100 (mg/dL) 0.519 < 0.001
(n=105-107)  cjpLc 0429  <0.001
CETP(% de transferéncia) -0.210 0.039

LDLox/apoB100
LDLox (U/L) 0.703 < 0.001
(n=107)

LDLox/LDL-C LDLox (U/L) 0.706 <0.001
(n=98-107) PLTP (% de transferéncia) 0.219 0.036

C: Colesterol. LDL-C: Lipoproteina de baixa densidade. apoB100: apolipoproteina B100. C/HDL-
C: indice de Castelli I. CETP: Proteina de transferéncia de ésteres de colesterol. LDLox:
Lipoproteina de baixa densidade oxidada. PLTP: Proteina de transferéncia de fosfolipides. Valor

de p ajustado por idade, sexo, IMC e PAS por ANCOVA. p< 0.05: diferencgas significativas.
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Também realizamos o teste de correlagcdo de spearman entre EIM média e acLDLox, ajustando para LDLox além das outras variaveis
usadas acima e EIM com LDLox ajustando para acLDLox e observamos correlagbes significativas e limitrofes, p=0.041 e p=0.059,
respectivamente.

A fim de avaliar se algumas das relagbes observadas na analise univariada séo independentes umas das outras, efeitos metabdlicos e
antropomeétricos de varias variaveis foram estudadas e varios modelos de analise de regressao linear multivariada foram propostas: variaveis
dependentes acLDLox, LDLox, LDLox/apoB100 e LDLox/LDL-C; variaveis independentes idade, sexo, IMC, CC, PAD, C. TG, LDL-C, HDL-C,
apoAl, apoB100, LH, LPL, CETP, PLTP. A tabela 6 apresenta os resultados da analise multivariada na populagao total.

Tabela 6. Analise de regressdo multivariada para acLDLox, LDLox, razées LDLox/apoB100 e LDLox/LDL-C na populagao total

Variaveis

Variaveis dependentes B (EP) P R’ parcial
selecionadas
acLDLox (n=90) apoAl 0.002 (0.001) 0.047 0.0398
apoB100* 0.781 (0.114) <0.001 0.2349
LDLox (n=92) CETP* -0.129 (0.051) 0.014 0.0199
PLTP* 0.095 (0.046) 0.043 0.0178

LDLox/apoB100 (n=92) - - - -
LDLox/LDL-C (n=92) - - - -
LDL-C (n=92) apoB100 0.861 (0.049) <0.001 0.4563

*Variaveis transformadas em logaritmo devido a auséncia de distribuicdo normal. B: valor da estimativa ou coeficiente

angular. (EP): erro padrdo. R% Coeficiente de determinacdo. Analise multivariada: controlada por idade, sexo, IMC, PAS
e HDL-C. Ajuste de regresséao linear utilizando o método stepwise de selecdo de varidveis: sexo, idade, IMC, CC, PAS,
PAD, C, TG, LDL-C, HDL-C, apoAl, apoB100, LH, LPL, CETP, PLTP.
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acLDLox foi associada negativamente com PLTP (R?=12.44, p<0.044) nas analises univariadas. As andlises multivariadas indicam que
na populagdo total, acLDLox foi determinada somente pela apoAl, ja LDLox foi determinada principalmente pela apoB100, CETP
(inversamente) e PLTP.

No modelo de regresséo linear controlados por idade, sexo, IMC, PAS e HDL-C nenhuma das razdes LDLox/LDL-C e LDLox/apoB100
foram associadas com as variaveis selecionadas.

LPL e LH nao explicaram nenhuma das variaveis dependentes estudadas. LDL-C na populacao total mostrou uma forte regulacao pela
apoB100 (R?*=0.8659 and p<0.001). Sequencialmente, as mesmas variaveis dependentes da analise de regressao multivariada acima foram
testadas somente no tercil mais alto do acLDLox e LDLox. Observamos que a LDLox foi fortemente determinada pelo IMC (R? partial=0.6311,
p<0.006), e nenhuma variavel apareceu explicando o acLDLox nesse tercil.

Nés medimos as consequéncias dos aumentos dos titulos de acLDLox e LDLox sobre a EIM das carétidas e em seu valor maximo,

como mostrado na tabela 7.

TABELA 7. Espessura da artéria carétida comum na populagao total e por tercis de acLDLox e LDLox

/ acLDLox LDLox
Todos B | A B | A
Variaveis (n=77) (£0.23DO) (0.24-0.35DO) (2 0.36 DO) p (£46.2U/L)  (46.3-70U/L) (270.1 U/L) p
(n=29) (n=23) (n=21) (n=33) (n=25) (n=19)
EIM média (mm) 0.69 +0.21 0.58 £ 0.06 0.72 £ 0.28 0.80+0.18 0.068 0.57 £ 0.05° 0.72+0.18° 0.86 * 0.29° 0.003
EIM max (mm) 1.27 0.76 1.27 1.24 - 0.76 1.27 1.24 -

Valores expressos em média + DP. acLDLox: auto-anticorpos anti-LDL oxidada. LDLox: lipoproteina de baixa densidade oxidada. B: Tercil baixo. I: Tercil intermediario. A: Tercil alto. EIM
média: média da espessura intimo-medial das artérias carétidas. EIM max: valor maximo da espessura intimo-medial das artérias carétidas. Testes Kruskall Wallis e Tukey Kramer foram
usados. Valor de p ajustado para idade, sexo, IMC e PAS por ANCOVA. p<0.05: diferencga significativa e 0.05 < p > 0.10, borderline.
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Observamos aumento limitrofe na EIM média com aumento dos titulos de acLDLox, ja para LDLox, o aumento da EIM média foi

significativo. O valor da EIM max é semelhante em ambos os grupos.
Os scatter plots mostram a relacdo da EIM média com acLDLox, LDLox e com as razdes LDLox/apoB100 e LDLox/LDL-C.
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Figura 2 a-d: Correlagbes parciais similares positivas da EIM média com acLDLox, LDLox, razées LDLox/apoB100 e LDLox/LDL-C na
populacao total. Correlagbes avaliadas pelo teste de Spearman. Valor de p ajustado por idade, sexo, IMC e PAS por ANCOVA. p<0.05:

diferencas significativas.

A figura 2 mostra associagdes positivas e significativas entre os marcadores e EIM média, apds correcdo por parametros

antropométricos. Houve grande semelhanga nessas associagdes, sugerindo a presenga de imunocomplexos na parede carotidea
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5. DISCUSSAO GERAL
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A aterosclerose € um processo fisiopatolégico de grande complexidade
(Hansson e Hermansson, 2011). Embora existam diversas hipdteses para explicar a
origem da disfungdo endotelial aterosclerética, varios pesquisadores apontam a
oxidagcado da LDL como sendo um dos principais eventos para o desenvolvimento da
aterosclerose (Libby, 2009; Sigala et al, 2010; Hansson e Hermansson, 2011).

A aterosclerose € modulada por resposta imunoldgica. A modificagdo oxidativa
da LDL induz a formacé&o de epitopos imunogénicos na molécula de LDL, o qual leva a
formacado de anticorpos contra a LDLox, que pode ser detectada no soro (Palinski e
Witzum, 2000) assim como em lesbes ateroscleréticas humanas (Ishigaki et al, 2009)
e de animais de laboratério (Witztum e Steinberg, 2001). Estudos tém demonstrado
que os acLDLox podem bloquear a captacdo de LDLox pelos macréfagos em lesbes
ateroscleréticas, sugerindo um possivel papel protetor para a formacéo de células
espumosas (Shaw et al, 2001). A literatura é controversa quanto a fungdo destes
anticorpos, ora mostrando seus efeitos anti-aterogénicos, ora efeitos pré-aterogénicos
(Sherer et al, 2002).

Nesse estudo, avaliamos 107 voluntarios adultos, sem doenga aterosclerética
estabelecida, e de ambos os sexos, procedentes da Universidade Estadual de
Campinas, Sao Paulo. Os objetivos foram estudar parametros metabdlicos e efeitos
aterogénicos de concentracoes plasmaticas crescentes da LDLox, de seu niumero de
particulas, e dos titulos de anticorpos anti-LDL oxidada.

Observamos que a LDLox correlacionou-se fortemente com concentragéo de
LDL-C e apoB100 no plasma. Resultados semelhantes foram encontrados por Shoji et
al (2000) em plasma de 130 individuos saudaveis. Eles descreveram uma correlagédo
positiva provavelmente em funcdo de substrato para a oxidagdo da LDL. Em
contrapartida, outro estudo (Wang e Steinberg, 2007) que estudou 86 pacientes
submetidos a ultrassonografia das carétidas, ndo mostrou nenhuma correlagéo entre
estes parametros e sugeriu que a oxidagédo da LDL n&o ocorre no plasma, mas sim na
parede arterial.

Demonstramos que ndo ha nenhuma correlagdo entre anticorpos anti-LDLox
plasmatico e LDLox. Resultados semelhantes foram observados por Wang et al
(2007), que estudou 86 pacientes submetidos a ultrassonografia das carétidas. Essa
falta de correlagdo entre acLDLox e LDLox pode ser explicada primeiramente pela
geracao de anticorpos circulantes em resposta a LDLox no tecido aterosclerético. De
fato, em camundongos e em humanos com aterosclerose, os niveis de acLDLox no
sangue correlacionam-se bem com o teor de LDLox no tecido arterial (Smook et al,

2008). Entretanto, muitos dos estudos utilizam a concentragcao de acLDLox para refletir
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a extensdo de oxidagéo da LDL in vivo (Chen et al, 2008; Medeiros et al, 2010; Rouhl
et al 2010). Ja, de acordo com Shoji et al (2000), encontraram uma correlagdo
negativa entre acLDLox e LDLox.

A LDL totalmente oxidada néo é tipicamente encontrada na circulagéo, pois &
rapidamente removida pelo sistema reticuloendotelial, processo acelerado pela ligagéo
com os anticorpos.

A producao de anticorpos pode ser gerada em resposta a outras proteinas
oxidadas ou a proteinas conjugadas a lipides oxidados. O'Brien et al (1996)
demonstraram que os anticorpos anti-LDLox podem reconhecer outros epitopos
oxidados de uma variedade de proteinas da placa, além de LDLox. Além disso, a LDL
oxidada é uma mistura de muito produtos heterogéneos de modificagdo de
lipoproteinas (ltabe et al, 1998).

Como as concentragdes plasmaticas de LDLox correlacionaram-se
positivamente e fortemente com LDL-C, examinamos se essa associagao era
independente e quais as variaveis que poderiam predizer LDLox, niUmero de particulas
de LDLox, acLDLox e LDL-C através de uma analise de regresséo linear multivariada,
onde selecionou-se parametros de explicacdo da relagao entre as variaveis.

Diferentemente da LDL-C, que mostrou-se fisiologicamente explicada
principalmente pela apoB100, as variaveis determinantes para a LDLox foram a
apoB100, proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP) (inversamente) e
proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP).

A proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP) atua na
transferéncia de ésteres de colesterol das HDL para as VLDL, IDL e lipoproteinas
remanescentes e faz o caminho inverso para os triacilgliceréis, desempenhando papel
muito importante no transporte reverso de colesterol (TRC).

Demonstramos que a atividade da CETP foi menor no maior tercil LDLox (24%)
e apresentou uma relagdo inversa com a oxidacdo da LDL, como descrito
anteriormente em outros estudos (Castilho et al, 2001; Wang et al, 2007) ja que a
CETP transfere lipides oxidados das lipoproteinas que contém apoB100 para as HDL,
agindo como uma proteina anti-aterogénica.

A LDLox foi positivamente regulada pela PLTP, um importante modulador do
metabolismo de lipoproteinas, capaz de transferir os fosfolipidios entre as
lipoproteinas além de modular o tamanho e a composicao das particulas de HDL e o
efluxo dos tecidos periféricos e na producdo de VLDL hepatica (Samyn et al, 2009).
PLTP também desempenha um papel importante na inflamagdo e no estresse

oxidativo (Quintdo e Cazita, 2010; Yazdanyar et al, 2011). Estudos em humanos sao
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confirmados por dados experimentais que indicam que a PLTP facilita a inflamacao e a
aterosclerose (Van Haperen et al, 2008; Vesy et al, 2000).

Um estudo realizado por Yang et al (2003) mostrou que a superexpressao de
PLTP em animais de experimentagdo diminui o teor de vitamina E presente na LDL,
elevando sua oxidacdo. Ainda em relacdo ao maior tercil de LDLox, LDLox foi
explicada fortemente pelo indice de massa corpérea (IMC), conforme descrito
anteriormente (Chen et al, 2008).

Diferentemente da modulagédo de oxLDL, mostramos uma associagéo negativa
de acLDLox com a PLTP, sugerindo um papel anti-aterogénico a estes. Deste dado foi
corroborado pelos achados da analise multivariada, e explicada positivamente pela
apoAl (Hedrick et al, 2001).

apoAl é o componente predominante da HDL, e é conhecida por seu papel no
transporte reverso do colesterol, aléem de ser ativadora da LCAT (Martin et al, 2006;
Shao et al, 2010) e inibicdo HL (Ramsamy et al, 2000).

No presente estudo, observamos reducgéo significativa da atividade da LH no
maior tercil de acLDLox (40%). A elevada atividade da LH reduz as concentrac¢des de
HDL total (Mahley, 2003) e em sua deficiéncia, as HDL ficam relativamente
enriquecidas em TG se tornando substratos ruins para a CETP, levando a uma menor
atividade antioxidante e aumentando a geracéo de LDLox.

A LPL foi a unico parametro do TRC nao modificado e que ndo entrou em
nenhum dos modelos regulatérios avaliados com os dois marcadores.

Determinamos a variagcdo média da cEIM entre o tercil menor e o maior de
acLDLox ou de LDLox e observamos valores de diferencga iguais a 0,22 e 0,29 mm,
respectivamente. Estas variagdes sao responsaveis por aumentos no risco de infarto
do miocardio, como descrito anteriormente, de 0,77% a cada 0,07 milimetro de
mudanca carétida (Hodis et al, 1998).

Embora o risco seja maior com o aumento da LDLox, o valor da espessura
maxima da intima-média foi igual nos dois tercis avaliados.

As correlagdes muito similares observadas com os marcadores de cEIM (r=
0.263 com acLDLox; r= 0.341 com LDLox; r= 0.313 com LDLox/apoB100 e r= 0.270
com LDLox/LDL-C), podem indicar a formag¢do de imunocomplexos (IC) na parede
arterial (Burut et al, 2010; Al Gadban et al, 2010). As correlagbes entre EIM de
carétidas e acLDLox foram independentes dos niveis de ambos.

A formacao dos imunocomplexos € uma conseqiéncia direta da sintese de
anticorpos, que consiste da interagdo dos acLDLox com a LDLox (Gaban et al, 2010;

Lopes-Virella et al, 2011). Tanto a LDLox como os IC sdo encontrados em placas
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ateroscleréticas humanas. Estudos tém considerado que os IC sdo mais eficientes na
formacao das células espumosas quando comparados as proprias LDLox (Gaban et
al, 2010).

As razdes LDLox/LDL-C e oxLDL/apoB100 apresentam comportamentos
similares com relagédo ao cEIM para acLDLox e LDLox. Tém-se utilizado as razbes
LDLox/apoB100 e LDLox/LDL-C para medir o grau de oxidag¢ado das particulas de LDL,
na premissa de que essas razdes sejam mais informativas quando comparadas a cada
variavel separadamente (Van der Zwan et al, 2009).

Em resumo, o presente estudo revelou um papel levemente anti-aterogénico
para os acLDLox que pode ser demonstrado através da fraca resposta do cEIM em
seu maior tercil de acLDLox (p < 0,068) em comparagdo com LDLox (p < 0,003),
apesar do valor da espessura maxima do complexo intimo-medial ser semelhante
entre os dois grupos de marcadores. Mas a correlagdo encontrada entre acLDLox e
cEIM na populagéo estudada foi similar as dos outros marcadores, sugerindo dessa
forma, a formagado imunocomplexos na parede arterial e um papel ndo protetor sobre a
aterosclerose carotidea. Esses achados indicam fung&o dupla protetora para os
acLDLox.

Encontramos maior concentracdo de apoAl, o que sugere uma regulagcéo
positiva para os acLDLox, ja que apoA1 é conhecida por seu papel no TRC, que é a
principal fungdo da HDL, mas em contrapartida, apoAl também é conhecida por
reduzir a atividade da LH, como observado no presente estudo, além de aumentar
LCAT, levando a uma menor protecao das HDL contra oxidagédo da LDL e induzindo a
producédo de acLDLox.

Ja em relacdo a LDLox, a relagdo com os marcadores s&o claramente pro-
aterogénicos, exceto para a agao da CETP que transfere lipides oxidados da LDL para
a HDL, mostrando seu papel ateroprotetor.

Para nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que explorou as principais
proteinas e enzimas do transporte reverso de colesterol como determinantes da LDLox
e aclLDLox. Indicou que em adultos sem doenga aterosclerética estabelecida,
parametros metabolicos e a aterosclerose carotidea possuem caracteristicas duplas
para acLDLox, com um papel levemente anti-aterogénico mas também contribuindo
para o desenvolvimento da aterosclerose carotidea, apesar de menor quando
comparado a LDLox. Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para avaliar esses

mecanismos e a real contribuicdo dos acLDLox para a aterogénese.
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6. CONCLUSAO
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Em individuos sem doenga aterosclerotica estabelecida parte da
aterogenicidade observada pode ser explicada pela regulagdo metabdlica menos
protetora por componentes do transporte reverso de colesterol, a saber CETP e PLTP,
e maior frequéncia de parémetros pro-aterogénicos, como idade, indice de massa
corporea e circunferéncia da cintura.

Quanto a dualidade dos efeitos bioquimicos e cardiovasculares demonstrados
com os anticorpos anti-LDLox, especulamos que possam refletir, por um lado, a
geracdo de imunocomplexos circulantes, mas por outro, a formagéo destes na parede
arterial que desencadeariam processos imuno-inflamatérios pré-aterogénicos.

Este trabalho estimula novas investigagbes para a elucidacdo dos mecanismos

envolvidos na aterogenicidade em individuos saudaveis e em estados patolégicos.
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Abstract

Aim: To study the unclear and controversial metabolic predictors and atherogenicity of oxidized LDL and the autoantibodies against it.
Methods: To investigate the metabolic regulation of these biomarkers we determined their metabolic predictors, the correlations between each
other and with discriminators of oxLDL particle number (oxLDL/apoB100 and oxLDL/LDL-C ratios), in 107 mainly adult (18 to 79 years) without
atherosclerosis manifestations. Also we investigated their relations with mean carotid intima media-thickness (cIMT).

Results: Analyzing the higher aboxLDL tertile, (=0.35 OD, n=34), as compared to the other two tertiles, a reduced HL activity (40%, p<0.039)
was observed, and a borderline increased cIMT (27%, p<0.068). In the highest oxLDL tertile (=70.0 U/L, n=36) higher cholesterol (33%,
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p<0.001), LDL-C (40%, p<0.001), apoB100 (40%, p<0.001) but reduced CETP activity (-29%, p <0.029) were observed, with higher cIMT (33%,
p<0.003).

Strong correlations between oxLDL and LDL-C (r= 0.55), apoB100 (r= 0.52) and both particle size markers (r= 0.70) were present, but not with
aboxLDL. We observed significant correlation between aboxLDL and cIMT (p=0.041) independent of oxLDL and borderline correlation between
oxLDL and cIMT (p=0.059) independent of aboxLDL. Bivariate positive correlations were similar between cIMT and aboxLDL (r=0.26), oxLDL
(r=0.34), oxLDL/apoB100 (r= 0.31) and oxLDL/LDL-C (r= 0.27). In univariate linear regression analysis, aboxLDL was inversely regulated by
PLTP (R?=12.44) but in the multivariate only apoAl was the significant predictor of aboxLDL (R? = 3.98), in contrast to a larger regulation of
oxLDL by apoB100 (R%= 23.49), CETP, (R?=1.99, inverse), and PLTP (R?=1.78) and to oxLDL particle number, not influenced. LDL-C, was
regulated only by apoB100 (R?= 45.63). In the highest oxLDL tertile a positive regulation with BMI was observed in the highest oxLDL tertile (R
=63.11).

Conclusions: In adults without atherosclerotic disease, the metabolic regulation and carotid atherosclerosis of aboxLDL and oxLDL groups,
characterized a dual trait in aboxLDL, as a contributor to carotid atherosclerosis, much less so than oxidized LDL, and with a modest

atheroprotective role.

Introduction

Epidemiological studies have established that an elevated plasma level of low density lipoprotein (LDL) represents one of the most
important risk factors for the development of cardiovascular disease (CVD) (1, 2). LDL is a hydrophilic complex of lipids and apolipoprotein B100
(apoB100), and constitutes one of the major lipid carriers in plasma (3, 4). A portion of plasma circulating LDL can traverses to the
subendothelial space of the vessels, being removed from the general circulation (5). In the subendothelial space, LDL suffers chemicals
modifications, such as oxidations (6, 7, 4). Many lines of evidence suggest that LDL oxidation plays an important role in the pathogenesis of

atherosclerosis, as indicated by the presence of oxidized LDL (oxLDL) particles in the early phase of atherosclerotic plaque formation (8).
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oxLDL represents oxidative modifications of both lipid and apoB100 components and the structural changes may enhance LDL uptake
by macrophage through scavenger receptors. oxLDL acts like a positive chemotactic factor for monocytes, which are transformed into
macrophages and the avid uptake of oxLDL by macrophage scavenger receptors leads to lipid-laden foam cells and fatty streak development in
the arterial wall, which is one of the earliest steps in the progression of the atherosclerotic plaque (5). oxLDL exert cytotoxic effects on
endothelial cells, increasing the activation of platelets, stimulating the migration and proliferation of smooth muscle cells, thus initiating the
atherosclerotic process (9, 7).

Oxidatively modified LDL is more immunogenic than the native form, thus this oxidative modification induces the formation of
immunogenic epitopes in the LDL molecule, which leads to the formation of specific antibodies against oxLDL (aboxLDL) (10, 3). aboxLDL
have been known for a long time, but their clinical role is unclear and published results are divergent (11,12). Whereas some studies have
shown that in humans antibodies against oxidized LDL have been associated with atherosclerotic lesion development and cardiovascular
disease (CVD) (13) other conversely reported that they can contribute to the protection of atheroma formation (14, 15), showing that the
aboxLDL molecule can block the uptake of oxLDL by macrophages in atherosclerotic lesions, avoiding the formation of foam cells (16, 14).

A direct consequence of autoantibody synthesis against modified LDL is the formation of immune complexes (IC) (17, 18, 19). oxLDL
have the potencial to form IC with their corresponding antibodies via Fc receptor. These complexes may then be subsequently involved in the
progression of atherosclerosis because of their pro inflammatory properties (12). These IC are detectable both in serum (20) and in the
atheromatous plaque (18), where both oxLDL and aboxLDL have been found. These IC are considerably more efficient than oxLDL in induction
of lipid accumulation (16, 18), and in promotion of cell survival (12, 18).

One aspect in this field that should be investigated is the metabolic regulation of these biomarkers, in order to better understand the role
of aboxLDL in the atherosclerotic process as compared to oxLDL. Some studies looked into the metabolic regulation of oxLDL (21) but very few
of aboxLDL (16).

In the same scenario many other studies have investigated the relationship of oxLDL (22, 23, 17) and aboxLDL to the carotid intima-

media thickness (cIMT) (24, 22). However these results were not conclusive.
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The measurement of cIMT by ultrasonography is a non-invasive method to study coronary artery disease (CAD) and the values obtained
correlate with other risk factors such as systolic blood pressure, serum lipids and smoking. It has also being positively linked to the extension of
coronary artery disease in both women and men. cIMT is widely used in practice as an inexpensive, reliable, and reproducible method. It seems
to be an independent risk factor once its regression does not reflect reduction in cardiovascular events (25).

In this study our purpose was to investigate the metabolic predictors of aboxLDL and of oxLDL to understand their plasma variations and

also their associations with carotid atherosclerosis through cIMT measurements.

Materials and Methods
Experimental protocol

The present cross-sectional study was conducted with 107 consecutive individuals, from 19 to 78 years of age, 59% were females (F)
and 41% males (M). All patients were recruited from the University of Campinas Teaching Hospital, at the city of Campinas, Sao Paulo, Brazil
and previously volunteered as controls in another research protocol at the University Medical Center.

The individuals were chosen after a preliminary laboratory selection and were invited by a letter to take part in the study. In a first visit
their blood samples were taken after a 12h fast and a medical physical examination performed. Anthropometric data were taken. They
answered a detailed questionnaire aimed at determining the presence of cardiovascular diseases (presence of angina pectoris, myocardial
infarction, coronary insufficiency, the history of coronary revascularization procedures, coronary angioplasty and coronary grafting bypass),
presence of diabetes, cigarette smoking, positive family history of CHD, frequency of alcohol consumption, physical exercise, use of hormone
replacement therapy (HRT) or contraceptive pills and other related drugs, diabetes mellitus, BMI>30 (Kg/m?), liver and kidney diseases. The
volunteers were excluded if they fulfilled one of the characteristics above. A few moderate dyslipidemic individuals were allowed to participate in
the study and they accounted for less than 8% of all participants. Food consumption was measured with the use of a standardized

questionnaire administered by a nutritionist.
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The selected participants were invited to a second visit to have their intima-media thickness determined by Doppler ultrasound and
always by the same radiologist.
This work was approved by the University of Campinas Medical School Ethics Committee (protocol number 790/2006) and all the

participants signed an informed consent after their selection for participation in the study.

Biochemical measurements
Plasma glucose, urea, uric acid, alanine aminotransferase and gama-glutamiltransferase were assayed in an automated system (Roche
Modular System) using enzymatic methods from Roche (Roche diagnostics, Mannheim, Germany). Thyroid stimulating hormone (TSH) was

measured by electrochemiluminescence, using a commercial kit in the Elecsys (Roche).

Lipids, apolipoproteins and lipoprotein analysis

Venous blood was obtained in the morning after the subjects had fasted for 212h and was kept frozen at -80°C until assayed. Total
cholesterol and triglycerides were determined using enzymatic methods and reagents provided by Roche (Roche diagnostics, Mannheim,
Germany) in an automated system. Phospholipids (PL) were measured by enzymatic colorimetric assays (Wako Chemicals, VA, USA). High-
density lipoprotein cholesterol (HDL-C) was measured using a direct method (3™ generation) (26) in an automated system (Roche diagnostics,
Mannheim, Germany). LDL-C was estimated by the Friedewald’s formula (27). Apolipoproteins A-lI, B100 and Lp(a) were measured by

nephelometric assays in the system Dade Boehringer system (Boehringer, Germany).

Detection of antibodies to oxidized LDL
Antibodies against holo-oxidized LDL (oxLDL) were measured in mouse plasma by ELISA (28). Polystyrene microtiter plates (Costar,
Cambridge, MA) were coated with 1 ug/mL of human oxLDL (20 mM Cu2*, 24h) in carbonate/bicarbonate buffer (20 uL/well), pH 9.4 and kept

overnight at 4°C. The plates were blocked with a 5% solution of fat-free milk (Molico/Nestlé, SP, Brazil), and then incubated for 2h at room
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temperature followed by washing four times with PBS (100 uL). Plasma samples (20 uL) were added and the plates were incubated overnight at
4°C followed by washing with 1% Tween 20 in PBS. A peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse IgG antibody (20 uL; 1:1.500) was added, and
after 1 h at room temperature, the plates were washed. Finally, 75 yL of substrate solution (250 mg of tetramethylbenzidine diluted in 50 mL of
DMSO, 10 pL of 30% H,0,, 12 mL of citrate buffer, pH 5.5) were added and, after incubation at room temperature for 15 min, the reaction was
stopped by adding 25 uL of 2.0 M sulfuric acid. The optical density (OD) was then measured in a microplate reader (Titertek Multiskan
MCC/340P, model 2.20, Labsystems, Finland) at 450 nm. Results were expressed in relation to total plasma IgG concentration. For detection of
total IgG levels, the plates were not treated with oxLDL but instead they were incubated with the individual plasma samples diluted 20,000 x in
carbonate buffer. The procedure then followed exactly as described above. The aboxLDL were evaluated in all participants by ELISA incubation
of samples with copper-oxidized LDL, as described by Gidlund et al (29). The results were presented as percentage of the optical density

readings relative (arbitrary units) to the ranking values in the groups. The inter assay CV was 5-13%.

Detection of Oxidized LDL

The concentration of oxLDL in plasma was measured with a sandwich enzyme-linked immunosorbent assay procedure by using the
murine monoclonal antibody mAb-4E6 as capture antibody (bound to microtitration wells) and a peroxidase-conjugated antiapolipoprotein B100
antibody recognizing oxLDL bound to the solid phase with at least 60 lysines substituted by aldehydes and highly specific for oxLDL (22)
(Mercodia AB, Uppsala, Sweden). Intra and inter-assay CV were 5-6% respectively (accord to the manufactory). To estimate the extent of LDL
oxidation and the oxLDL particle number, the ratio of oxLDL to LDL-C and of oxLDL to apoB100 were calculated. These estimates were
expressed as U oxLDL/mmol LDL-C and U oxLDL/g apoB100 respectively (21).

Determination of lipases and transfer proteins
Cholesteryl ester transfer protein (CETP), phospholipid transfer protein (PLTP), lipoprotein lipase (LPL), hepatic lipase (HL) activities

were determined by radiometric methods as shown below.
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Heparin (Liquemine®, Roche) was injected intravenously (100 Ul/kg of body weight) as described for measurements of lipoprotein lipase
and hepatic lipase (30), and the samples were collected 15 min later. The plasma was isolated by centrifugation at 4°C, 1000 x g for 10 minutes.

LPL and HL activities were measured in post-heparin plasma samples, on the basis of fatty acid release, using a radiolabeled triolein
emulsion as the substrate and NaCl (1 M) as the LPL inhibitor. The results were expressed as nmol FFA/mL/hour (30).

CETP was measured by an exogenous assay (31) that measures the transfer of radiolabeled cholesteryl ester (CE) between a normal
donor pool of “CE-HDL and an unlabeled acceptor mixture of VLDL plus LDL having the plasma as CETP source. The results were expressed
as percent of cholesteryl ester transferred from HDL to VLDL plus LDL in 4h.

The activity of PLTP was measured by an exogenous radiometric method using phospholipid liposomes as the substrate (32) and an
HDL pool, obtained from healthy plasma donors, as the acceptor. The activity was expressed as the rate of phospholipid transferred to HDL per
hour.

The assays for CETP, PLTP and lipases were carried out in triplicates. The inter-assay coefficients of variation were 12%, 2%, 9% and
8%, respectively, for CETP, PLTP, LPL and HL.

Carotid ultrasound

High resolution B-mode carotid ultrasonography was performed by a single trained sonographer, who was blinded to the subject’s
identity, using a 6-9 MHz linear array ultrasound imaging system (ATL HDI 1500 and 3500 Ultrasound System, Advanced Technology
Laboratories Ultrasound, Bothell, EUA). The far wall of the distal 1 cm of the left and right common carotid arteries was scanned according to a
standardized method (33). The mean carotid intima-media thickness (cIMT) was calculated as the average of five measurements on each side
(right and left) and expressed in mm. Maximum IMT (max cIMT) was defined as the maximum thickness of the intima—media complex, including

plaques.

Other measurements

129



Body mass index (BMI) was determined as the weight (kg) divided by the height squared (m?) (34). Waist circumference (WC) was
measured at the level midway between the lowest rib margin and the iliac crest. Measurements were taken with a tape measure in centimeters

and rounded to 0.5 cm while the subject was standing (35).

Statistical Analysis

The data were analyzed by SPSS and SAS statistical softwares. Logarithmic transformation was performed on individual values of
skewed variables, if not otherwise stated. Differences in continuous and categorical variables were determined using Mann Whitney, Kruskal
Wallis, Dunn, Tukey as well as ANCOVA and a X? test respectively. The Spearman test was used to correlate the variables in the groups and
adjustments were made when needed.

Univariate regression analyses were also performed. A hierarchical multiple stepwise linear regression analysis was performed in all
studied population to assess the influence of metabolic independent parameters on the dependent variables aboxLDL, oxLDL, oxLDL/apoB100
and oxLDL/LDL-C. The results were expressed as coefficients of determination R? that represent the percent of variation in the dependent
variables explained by the independent variables. Sequentially the same dependent variables were tested for the influences of the same
independent variables in two sub-population samples: in the higher tertiles of aboxLDL and of oxLDL. Differences and correlations at p-values <

0.05 were considered statistically significant and between 0.5 and 0.10 were considered marginally significant.

Results
Clinical characteristics of the studied population

Table 1 summarizes the clinical characteristics of all the participants and by tertiles of aboxLDL and oxLDL.

The population was classified by tertiles defined by aboxLDL or oxLDL: lower (L) aboxLDL (£0.23 OD, n=34), intermediate (I) tertile
(0.24 - 0.35 OD, n= 34) and highest tertile (H) (=0.36 OD, n= 34) and lower oxLDL tertile (<46.2 U/L, n = 35), intermediate oxLDL tertile (46.3 -
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69.9 U/L, n= 36) and highest tertile (=70.0 U/L, n= 36). There was an overlap of individuals who belonged to the same tertile groups: in lower
(22%); in intermediate (11%) and in higher (16%) groups.

TABLE 1. CLINICAL CHARACTERISTICS OF THE STUDIED POPULATION SEPARATED IN ALL THE POPULATION AND BY TERTILES

aboxLDL oxLDL
All L I H L I H
Variables (£0.230D) (0.24-0.350D) (20.36 OD)  p-values (£46.2U/L) (46.3-70U/L)  (270.1 U/L) p-values
(n=107) (n=30-34) (n=34) (n=33-34) (n=33-35) (n=34-36) (n=34-36)

Age (years) | 42+ 16 34+13° 39 +14° 52 £ 15° <0.001 29+9° 46 * 16° 50 £ 13*° <0.001
Gender 71/36 19/15% 21/13*° 28/06° 0.052 20/15*° 21/15° 30/6° 0.030
BMI (Kg/m?)| 25+5 23+2° 25 £ 4*° 26+ 5° 0.014 22+3° 25+4° 26+4° <0.001
WC (cm) 80+ 10 77 + 9° 79 £ 12%° 83+ 11° 0.068 74 + 8° 82+13° 83 £10*° 0.001
SBP 123+ 15 118+ 9 125+ 17 127 £ 16 NS 115 £ 11° 130 £ 18° 124 £ 13*° <0.001
DBP 80+ 10 77+7 81+12 81+8 NS 75+ 9° 83+10° 81+9*° 0.005

Values expressed by means + sd. aboxLDL: auto-antibodies against oxidized low density lipoprotein. oxLDL: oxidized low density lipoprotein. L: Lower tertile. I: Intermediate tertile. H: Higher tertile.
BMI: Body mass index. WC: Waist circumference. SBP: Systolic Blood Pressure. DBP: Diastolic Blood Pressure. Mann-Whitney, X*-square and Kruskal-Wallis tests were used. * " © Groups with
the same letter are not significantly different. p<0.05: significant differences and 0.05 < p > 0.10, borderline differences.

With increasing aboxLDL tertiles, age and BMI increased, as well as gender (women) and WC marginally. In contrast with increasing
oxLDL tertiles all the clinical parameters (Table 1) were higher, WC: age, gender (women), BMI and blood pressure. The anthropometric
differences of age, gender, BMI and SBP among the groups were corrected by ANCOVA.

Table 2 displays the biochemical parameters studied.
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TABLE 2. LIPIDS, LIPOPROTEINS, APOLIPOPROTEINS, LIPASES AND TRANSFER PROTEINS ACTIVITIES OF ANTIBODIES AGAINST
OXIDIZED LDL AND OXIDIZED LDL IN ALL THE POPULATION AND BY TERTILES

aboxLDL oxLDL
All L | H L | H
Variables (n=107) (£0.230D)  (0.24-0.350D) (20.36 OD) p-values | (<46.2UIL) 46.3-70 U/L) (270.1U/L)  p-values
(n=31-34) (n=31-34) (n=30-34) (n=33-35) (n=34-36) (n=29-36)
C (mg/dL) 198 + 56 180 + 56 199 + 63 217 +43 NS 155 £ 47° 204 £ 41*° 233 + 49° <0.001
TG (mg/dL) 87 +43 85+ 45 95 + 53 82 + 27 NS 71+ 38 89 +42 100 + 43 NS
LDL-C (mg/dL) 116 £ 38 106 + 33 115+ 45 127 + 34 NS 85+ 21° 118 + 29° 142 + 38° <0.001
VLDL-C (mg/dL) 17 £ 8.6 179 19+ 10 16£5 NS 147 178 20+ 8 NS
HDL-C (mg/dL) 66 £ 24 58 £ 30 65+ 19 74 £ 16 NS 57 + 30 69+ 19 70+ 17 NS
PL (mg/dL) 216 + 50 219 + 51 209 + 46 219 + 55 NS 195 + 49 217 + 36 239 + 55 NS
apoAl (mg/dL) 164 + 37 147 + 27 165 + 36 183 £ 39 NS 141 £ 33 172 £ 31 177 £ 37 NS
apoB100 (mg/dL) 93 £ 31 85+ 26 94 + 36 100 = 28 NS 68 £17° 97 + 25° 113 + 28° <0.001
C/HDL-C 3.1+£0.7 3.0+0.8 3.0+0.7 27+0.7 NS 2.7+0.7° 3.0+0.6>" 3.3+0.8° 0.013
TG/HDL-C 14+0.8 14110 1.210.8 1.1%0.6 0.086 1.0+£07 1.2+0.8 1.2+0.8 NS
HL (nmol FFA/mL/n) | 2137 + 1383 | 2801 £ 1357° 1805 * 1252* ® 1672 +1044° 0.039 2552 + 1372 2061 + 1270 1792 + 1442 NS
LPL (nmol FFA/mL/h) | 2530 + 1257 2203 = 954 2695 = 1238 2751 £ 1500 NS 2442 + 876 2660 = 1280 2479 = 1557 NS
CETP (% of transfer) 14+£7.8 167 13+7 138 NS 17.3+£7.0° 11.6 £ 6.6° 13.0 + 8.5*° 0.029
PLTP (% of transfer) 15+ 10 12.8+ 10 134 +9 19.2+ 11 NS 117 14.7 + 11 20+ 10 NS
Glucose (mg/dL) 83+8 84 +9 85+9 81+6 NS 83+8 85+9 83+8 NS

Values expressed by means + sd. aboxLDL: auto-antibodies against oxidized low density lipoprotein. oxLDL: oxidized low density lipoprotein. L: Lower tertile. I: Intermediate tertile. H: Higher tertile, aboxLDL in left

panel, in right panel oxLDL. C: Cholesterol. TG: Triglycerides. LDL-C: Low density Lipoprotein. VLDL-C: Very-Low Density Lipoprotein. HDL-C: High-Density Lipoprotein. PL: Phospholipids. apoAl: Apolipoprotein
Al. apoB100: Apolipoprotein B. C/HDL-C: Castelli | index. TG/HDL-C: LDL size estimation. HL: Hepatic lipase. LPL: Lipoprotein Lipase. CETP: Cholesteryl ester transfer protein. PLTP: Phospholipid Transfer

Protein. Mann-Whitney, and Kruskal-Wallis, Tukey Kramer tests were used, p-values adjusted for age, gender (women), BMI and SBP by ANCOVA. p<0.05: ®® °.Groups with the same letter are not significantly

different; significant differences and 0.05 < p > 0.10: borderline differences.

The only biochemical parameter that tended to decrease by aboxLDL tertiles was TG/HDL-C, an estimative of LDL particle size (36) but in
oxLDL-C, LDL-C, apoB100, and the C/HDL-C (Castelli | index) (37) were increased by tertiles (Table 2). Fasting post-heparin plasma LPL did
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not vary with tertiles for both markers (Table 2). HL activity decreased significantly by aboxLDL tertile. In oxLDL higher CETP activity decreased
significantly, but PLTP activity did not change in either group. Glucose did not change with tertile distribution.

Antibodies against oxLDL titers, oxLDL and LDL oxidative markers and its correlations

In Table 3 the variations of antibodies and LDL oxidative markers in increasing titers of antibody and of oxLDL are shown.

TABLE 3. ANTIBODIES AGAINST OXIDIZED LDL, OXIDIZED LDL, oxLDL/apoB100 AND oxLDL/LDL-C RATIOS OF ALL THE

POPULATION AND BY TERTILES

aboxLDL oxLDL
All L | H L | H
Variables (n=107) (£0.230D) (0.24-0.350D) (20.36 OD) p-values| (<46.2U/L) (46.3-70 U/L) (270.1U/L) p-values
(n=34) (n=34) (n=34) (n=34-35) (n=35-36) (n=33-36)

aboxLDL (OD) 0.32+0.16 0.16 £ 0.04 0.28 £0.03 0.51+0.12 - 0.25+0.13 0.34 £0.15 0.37£0.18 NS
oxLDL (U/L) 62.9 + 28.1 49 £ 20 64 + 30 69 + 21 NS 35+8.21 58 +6.72 95 + 20.50 -
oxLDL/apoB100 (U/g) 6.83 £ 2.66 5.83+1.53 6.80 + 1.85 6.95 +2.40 0.076 5.30 +1.34 6.27 £ 1.41 8.85* 3.28 <0.001
oxLDL/LDL-C (U/mmol) | 21.14 £ 7.80 | 18.19+4.76 21.46+6.36 21.94 +6.92 NS 16.32 + 4.47 19.74 £ 4.01 27.23+£9.23 <0.001

Values expressed by means + sd. aboxLDL: auto-antibodies against oxidized low density lipoprotein. oxLDL: oxidized low density lipoprotein. L: Lower tertile. |: Intermediate tertile. H: Higher tertile, aboxLDL in

left panel, in right panel oxLDL. oxLDL/apoB100 and oxLDL/LDL-C: LDL oxidation degree. Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Tukey Kramer tests were used tests were used; p-values adjusted for age, gender

(women), BMI and SBP by ANCOVA. p<0.05: significant differences and 0.05 < p > 0.10: borderline differences.

With increasing titers of aboxLDL, oxLDL/apoB100 (U/g) presented a borderline increase. oxLDL did not change. With oxLDL increasing
concentrations oxLDL/apoB100 (U/g) and oxLDL/LDL (U/mmol) also increased, but not aboxLDL.
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Relationships between variables
The correlations between antibodies against oxidized LDL, oxidized LDL and ratios oxLDL/apoB100 and oxLDL/LDL-C with biochemical,

lipases and transfer proteins are displayed in Table 4.

TABLE 4. SIGNIFICANT SPEARMAN CORRELATION COEFFICIENTS OF ANTIBODIES AGAINST OXIDIZED LDL, OXIDIZED LDL,
oxLDL/apoB100 AND oxLDL/LDL-C RATIOS WITH BIOCHEMICAL VARIABLES, LIPASES AND TRANSFER PROTEINS OF THE
STUDIED POPULATION

p ¢ Variables r p-values
arameters C (mg/dL) 0.409 <0.001
LDL-C (mg/dL) 0.546 < 0.001
oxLDL apoB100 (mg/dL) 0.519 <0.001
(n=105-107)  chpLc 0429  <0.001
CETP(% of transfer) -0.210 0.039

oxLDL/apoB100
oxLDL (U/L) 0.703 <0.001
(n=107)

oxLDL/LDL-C oxLDL (U/L) 0.706 <0.001
(n=98-107) PLTP(% of transfer) 0.219 0.036

C: Cholesterol. LDL-C: Low density Lipoprotein. apoB100: apolipoprotein B100. C/HDL-C:
Castelli | index. CETP: Cholesteryl ester transfer protein. oxLDL: oxidized low density
lipoprotein. PLTP: Phospholipid Transfer Protein. p-values adjusted for age, gender, BMI
and SBP by ANCOVA,; p< 0.05: significant differences
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We also made the spearman correlation test between cIMT and aboxLDL adjusting for oxLDL in addition to other variables used above and

oxLDL with CIMT adjusting for aboxLDL and we observed significant and borderline correlations p= 0.041 and p=0.059, respectively.

Multivariate analysis

In order to evaluate if some of the observed relationships in the univariate analyses are independent of each other, metabolic and
anthropometric effects of several variables were studied and several models of multiple linear regression analysis were proposed, where
aboxLDL, oxLDL, oxLDL/apoB100 and oxLDL/LDL-C were addressed as dependent variables and age, sex, BMI, WC, SBP, DBP, C, TG, LDL-
C, HDL-C, apoAl, apoB100, LH, LPL, CETP, PLTP, as independent variables.

TABLE 5. MULTIPLE LINEAR REGRESSION ANALYSIS FOR ANTIBODIES AGAINST OXIDIZED LDL, OXIDIZED LDL, oxLDL/apoB100
AND oxLDL/LDL-C RATIOS OF THE STUDIED POPULATION

Selected

Dependent variables B (SE) p-values R?Partial
variables
aboxLDL (n=90) apoAl 0.002 (0.001) 0.047 0.0398
apoB100* 0.781 (0.114) <0.001 0.2349
oxLDL (n=92) CETP* -0.129 (0.051) 0.014 0.0199
PLTP* 0.095 (0.046) 0.043 0.0178

oxLDL/apoB100 (n=92) - - - -
oxLDL/LDL-C (n=92) - - - -
LDL-C (n=92) apoB100 0.861 (0.049) < 0.001 0.4563

*Variables transformed into logarithms due of the absence of normal distribution. B (SE): slope and standard error. R*:

Coefficients of determination. Multivariate analysis: controlled for age, gender, BMI, SBP and HDL-C. Linear regression
fitting using stepwise method for variable selection: sex, age, BMI, WC, SBP, DBP, C, TG, LDL-C, HDL-C, apoAl,
apoB100, LH, LPL, CETP, PLTP.
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aboxLDL was associated negatively with PLTP (R*=12.44, p < 0.044) in the univariate analysis. The multivariate analysis indicated that
in all population sample aboxLDL (Table 5) was independently determined only by apoAl; on the contrary oxLDL was determined mainly by
apoB100, CETP (inverse) and PLTP. In the linear regression models controlled for sex, age, BMI, SBP and HDL-C neither oxLDL/LDL-C and
oxLDL/apoB100 ratios were associated with the selected variables. LPL and HL did not explain any of the four dependent variables. LDL-C in
all population showed a strong regulation by apoB100 (R?*=0.8659 and p<0.001). Sequentially, the same dependent variables in the regression
analysis model shown above were tested only in the highest tertiles of aboxLDL and oxLDL. BMI most strongly determined oxLDL (R?

partial=0.6311, p < 0.006); no variables appeared to control aboxLDL in the highest tertile.
Levels by biomarker tertiles and relationships between carotid intima-media thickness and variables

We measured the consequences of increasing levels of aboxLDL and oxLDL on carotid IMT and maximal carotid value, as shown on

Table 6.

TABLE 6. COMMUM CAROTID THICKNESS OF THE STUDIED POPULATION SEPARATED BY TERTILES OF ANTIBODIES AGAINST
OXIDIZED AND OXIDIZED LDL

aboxLDL oxLDL
All L | H L | H
Variables (n=77) (£0.230D) (0.24-0.350D) (=0.36 OD) p-values (£46.2 U/L) 46.3-70 U/L) (270.1U/L) p-values
(n=29) (n=23) (n=21) (n=33) (n=25) (n=19)
Mean cIMT (mm) | 0.69 + 0.21 | 0.58 * 0.06 0.72+0.28 0.80 £ 0.18 0.068 0.57 £ 0.05° 0.72+0.18° 0.86 £ 0.29° 0.003
Max cIMT (mm) 1.27 0.76 1.27 1.24 - 0.76 1.27 1.24 -

Values expressed by means * sd. aboxLDL: auto-antibodies against oxidized low density lipoprotein. oxLDL: oxidized low density lipoprotein. L: Lower tertile. I: Intermediate tertile. H: Higher tertile,
aboxLDL in left panel, in right panel oxLDL. Mean cIMT: carotid artery intima-media thickness median. Max cIMT: maximum carotid artery intima-media thickness value. Kruskall Wallis and Tukey

Kramer tests were used; p-values adjusted for age, gender, BMI and SBP by ANCOVA. p<0.05: significant differences and 0.05 < p > 0.10: borderline differences.
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Carotid IMT increases marginally with increased aboxLDL tertiles by 28% but with oxLDL tertiles a significant increase of 33% was

observed between the first and third tertiles. The max cIMT was the same in both groups and no carotid plaques were observed.

The scatter plots show the relation of cIMT with aboxLDL, oxLDL and discriminators of oxidation and LDL particle number.
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FIGURE 1 a-d: SIMILAR POSITIVE PARTIAL RELATIONSHIPS OF CAROTID INTIMA MEDIA TICKNESS WITH ANTIBODIES AGAINST

OXIDIZED LDL, OXIDIZED LDL, oxLDL/apoB100 and oxLDL/LDL-C RATIOS OF THE STUDIED POPULATION. Correlations were
evaluated by Sperman Test. p-values were adjusted for age, gender, BMI and SBP by ANCOVA. p < 0.05: significant differences.
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In Figure 1 a-d: aboxLDL, oxLDL, oxLDL/apoB100 and oxLDL/LDL-C ratios were significantly and positively associated after adjustment
for anthropometic variables. There was great similarity among these associations (Fig. 1 a-d), suggesting the presence of immune complexes
on carotid wall. LDL-C was not associated with cIMT in the studied population (not shown).

Discussion

LDL oxidation has been identified as a key element in the development of the atherosclerotic injury (38, 39). It acts as a pro-inflammatory
agent by inducing auto-antibodies and endothelial dysfunction (40). Antibodies against oxLDL are reported to play important roles in
atherosclerosis. These antibodies have been found in human plasma, as well as in human atherosclerotic lesions (38) and in laboratory animals
(41). Investigating the is central in understanding their contributions to the atherosclerotic lesion.

Atherosclerosis is a progressive disease and asymptomatic individuals can reveal the basic mechanisms involved in the formation of the
lesions. In this study we investigated the relationships of carotid atherosclerosis with circulating oxidized LDL, oxidized LDL particle number and
antibodies against oxidized LDL. We went forward and investigated which metabolic factors could control aboxLDL, oxLDL and oxLDL particle
number in in adults without established atherosclerotic disease.

The characterization of the degree of oxidation and the immunological response to it were observed by the reduced LDL size (T

G/HDL-C) (36), a higher number of oxidized LDL particles and by the marginal oxLDL/apoB100 increase along with aboxLDL tertiles
suggesting the antibody response to oxidized LDL (21).

Oxidized LDL correlated strongly with LDL-C and apoB100. Similar results indicating this association were found by Shoji et al (16) who
studied 130 healthy subjects. They described a positive correlation, maybe due to substrate availability for LDL oxidation to proceed. In
contrast, another study showed (42) no correlation between these parameters and suggested that the oxidation of the LDL does not occur in the

blood, but rather in the arterial wall.
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Likewise oxLDL correlated to the particle number, apoB100 and Castelli | index but there was no correlations with aboxLDL. It was
previously believed that aboxLDL mirrored the amount of the oxLDL antigens in vivo (22). However, some studies with healthy individuals have
demonstrated an inverse relationship with circulating oxLDL. This discrepancy indicates the complexity of the system, and raises a possibility
that the path physiological roles of aboxLDL may vary depending on the stages of atherosclerosis.

Searching for the average variation of cIMT in this study between the first versus third tertile of aboxLDL or oxLDL, the observed values
were 0.22 and 0.29 mm respectively. These variations account for increases in risk of myocardial infarction as described earlier, 0.77% with
each 0.07 mm of carotid change (43). Although the risk was higher with increasing oxLDL the maximal intima-media thickness value were equal
in both groups. The very similar correlations of the markers with cIMT, which could indicate the formation of immune complexes at the artery
wall (12, 18, 19).

Because plasma oxLDL correlated positively and strongly with LDL-C, we examined whether this association was independent and if
which variables could predict oxLDL, oxLDL particle number, aboxLDL and LDL-C using a linear multiple regression analysis. In contrast to
LDL-C explained physiologically and mainly by apoB100, oxidized LDL determinants were apoB100, CETP (inverse, as in the bivariate
correlation) and PLTP.

Cholesteryl ester transfer protein (CETP) is a plasma lipid transfer protein that has the ability to transfer cholesteryl esters from HDL
toward apolipoprotein B-containing lipoproteins playing an important role in reverse cholesterol transport (RCT). CETP activity was lower in the
highest oxLDL tertile and presented an inverse relationship with LDL oxidation as described earlier in different studies (44, 45), because CETP
transfers oxidized lipids from apoB100 containing lipoproteins to HDL acting like an anti-atherogenic protein. CETP activity was significantly
reduced by ~24% in the highest oxLDL tertile group.

Moreover oxLDL was positively regulated by phospholipid transfer protein (PLTP) an important modulator of lipoprotein metabolism,
including inter particle phospholipids transfer, remodeling of HDL, cholesterol and phospholipids efflux from peripheral tissues and the
production of hepatic VLDL. PLTP also plays an important role in inflammation and oxidative stress (46, 47). The consequences of the positive
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modulation by PLTP are described in the model of over expression of PLTP in mice where the decrease of vitamin E content in LDL is parallel
to its increased oxidation (48). In the highest oxLDL tertile, oxLDL was explained strongly and by BMI, as described earlier (22).

On the other hand aboxLDL was associated negatively with PLTP, an anti-atherogenic relationship and a beneficial trait seen in the
univariate analysis. In the multivariate approach its regulation was simpler and explained positively by the antiatherogenic apoprotein Al (49).

apoAl is a predominant component in HDL that has been related to LCAT activation (50, 51) and HL inhibition (52) and increases RCT,
suggesting that others regulators can be indirectly involved in the lesion development. In accord with that HL activity was significantly reduced in
~40% in the highest aboxLDL tertile group. In HL deficiency, HDL particles are relatively rich in triglycerides and not as good substrates for
CETP and have lower antioxidant capacity increasing the oxidative stress and generating more oxLDL particles.

These findings indicate that oxLDL, was determined by apoB100, CETP and PLTP, but aboxLDL only by apoAl. The oxLDL/LDL-C and
oxLDL/apoB100 ratios have similar behavior on cIMT as aboxLDL and oxLDL, but the size was independent of the metabolic regulators in the
models.

Summarizing the most part less atherogenic role of the aboxLDL can be revealed in this study by the weaker response of cIMT in the
highest tertiles of aboxLDL (p < 0.068) as compared to oxLDL (p < 0.003) and the lack of correlation with oxLDL and oxLDL/apoB100. But in
opposition the correlation of aboxLDL with cIMT was equal to the other of three biomarkers suggesting the formation of immune complexes at
the artery wall (12, 18, 19) and a predominant non-protective effect of aboxLDL on the inflammatory carotid atherosclerosis. Corroborating with
this are the equally high maximal cIMT values. Therefore these relationships characterize a dual trait for aboxLDL. With higher apoAl
concentrations a positive modulation of antibodies is observed but apoAl can reduce HL activity (as described in this study) and increase LCAT
leading to less protective LDL oxidation action of HDL particles and inducing aboxLDL production.

In oxLDL groups the relationship with markers are clearly pro-atherogenic, except for the action of CETP transferring oxidized lipids from
LDL to HDL, with athero protective action. The LDL oxidation and particle number ratios presented significant positive significant associations

with carotid thickness.

141



To our knowledge this is the first study in in adults without established atherosclerotic disease that explored the main reverse cholesterol
transport proteins as determinants of oxLDL and aboxLDL and characterized aboxLDL as a contributor to carotid atherosclerosis, much less so
than oxidized LDL and with a modest atheroprotective role. This study encourages further investigations to elucidate the mechanisms involved
in the atherogenicity of these biomarkers in adults without established atherosclerotic disease and in pathological states.

Ongoing studies in our laboratory should further elucidate these mechanisms.
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Anexo 3: Banco de Dados

IDADE GENERO IMC CcC PAS PAD C TG LDL-C LDL-C
PACIENTE (anos) (F/M) (Kg/m2) (cm) (mmHg) (mmHg) (mg/dL) | (mg/dL) (mg/dL) (mmol/L)
1 53 F 26,9 91 130 100 187 66 129,8 3,36
2 36 M 274 94 120 80 125 110 64 1,66
3 23 F 241 74 110 70 123 45 75 1,94
4 24 M 23,7 82 140 90 147 69 85 2,20
5 55 F 25,9 84 130 75 160 70 83 2,15
6 34 F 22,4 79 100 60 136 44 80 2,07
7 22 M 24,7 81 110 70 159 155 95 2,46
8 25 M 25,3 - 120 80 137 73 84 2,18
9 40 M 22,3 72 170 100 198 92 113,6 2,94
10 46 F - 98 120 80 228 175 147 3,81
11 23 M 22,3 66 120 80 156 97 87 2,25
12 45 F 25,3 - - - 201 81 129 3,34
13 47 F 31,5 74 120 80 191 58 112,4 2,91
14 33 F - - 110 70 242 139 162,2 4,20
15 23 M 22,7 71 120 80 124 47 71 1,84
16 31 F 19,5 67 115 80 151 56 86 2,23
17 19 M 18,1 65 120 80 117 37 73 1,89
18 19 F 19,3 63 120 80 117 32 64 1,66
19 22 M 20,4 70 110 70 135 51 78 2,02
20 30 M 23,7 73 110 70 130 71 80 2,07
21 57 F 21,3 75 130 80 228 64 151,2 3,92
22 59 F 27,3 83 180 110 217 231 110,8 2,87
23 23 M 22,1 80 120 80 152 80 111 2,87
24 37 M 25,0 89 130 80 170 158 106 2,75
25 40 M 215 71 140 90 182 96 130 3,37
26 43 M 25,9 90 120 80 190 114 131,2 3,40
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27 21 M 22,0 76 120 75 175 53 111 2,87
28 24 M 25,8 89 120 90 126 61 74 1,92
29 23 F 23,0 76 120 80 192 141 93 2,41
30 25 M 201 73 120 80 158 76 110 2,85
31 19 M 18,5 72 120 70 120 32 71 1,84
32 18 M 25,8 68 110 70 149 68 96,4 2,50
33 79 F - - 150 90 258 91 173,8 4,50
34 45 F 20,3 92 110 70 170 58 99,4 2,57
35 44 F 23,4 77 130 95 223 63 147.,4 3,82
36 44 F 30,3 83 110 70 210 164 127,2 3,29
37 55 F 25,3 70 140 90 226 85 152 3,94
38 64 F 25,0 98 120 75 200 74 119,2 3,09
39 39 F 25,7 76 110 70 118 37 71 1,84
40 20 F 19,1 67 100 60 124 44 57,2 1,48
41 28 F 231 73 100 70 148 58 103 2,67
42 21 F 20,1 68 100 60 148 57 86 2,23
43 24 M 18,8 81 120 80 124 59 75,2 1,95
44 24 M 251 86 110 70 154 48 105 2,72
45 26 M 25,8 75 130 80 170 94 98 2,54
46 40 F 294 72 120 70 162 47 112 2,90
47 38 F 24,3 74 120 80 204 76 128 3,32
48 21 F 20,3 68 110 70 86 41 48 1,24
49 30 M 24,6 85 110 70 149 81 92 2,38
50 43 M 25,3 95 110 70 221 114 150 3,89
51 33 M 24,5 77 110 60 117 90 46 1,19
52 25 M 19,4 67 110 70 147 74 97 2,51
53 30 M 23,9 76 110 80 155 60 103 2,67
54 66 F 33,8 85 120 80 244 110 167 4,33
55 29 F 22,4 73 110 70 165 48 103 2,67
56 32 F 22,9 76 120 80 178 71 113 2,93
57 24 F 20,6 66 120 80 142 44 81 2,10
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58 25 F 19,8 64 110 70 156 78 90 2,33
59 30 M 20,1 71 110 70 122 41 52 1,35
60 27 M 231 82 120 80 143 69 73 1,89
61 65 F 30,4 92 170 100 240 68 136 3,52
62 7 F 23,9 74 140 90 220 62 115,6 2,99
63 73 F 241 87 150 90 205 125 94 2,43
64 46 F 441 67 120 80 250 81 164,8 4,27
65 32 F 37,9 93 140 90 206 83 107,4 2,78
66 66 F 31,2 89 120 80 213 97 122,6 3,18
67 29 M 28,2 81 130 90 251 181 125,8 3,26
68 70 F 22,8 76 130 90 211 139 111,2 2,88
69 33 M 26,5 98 130 80 238 152 126 3,26
70 45 F 41,6 106 120 85 201 95 101 2,62
7 23 F 18,1 67 120 80 223 110 113 2,93
72 33 F 23,3 72 110 80 207 87 92,6 2,40
73 78 M 31,6 106 150 100 227 66 123,8 3,21
74 60 F 20,5 63 130 80 268 93 160,4 4,15
75 64 F 23,0 81 110 70 225 111 112,8 2,92
76 48 F 24,6 100 140 90 183 50 82 2,12
77 39 F 23,8 72 120 80 221 56 114,8 2,97
78 54 F 24,2 70 120 80 236 125 135 3,50
79 65 F 251 86 130 80 328 216 202,8 5,25
80 42 F 23,9 91 130 80 207 82 118,6 3,07
81 71 F 29,1 80 170 100 283 76 174,8 4,53
82 57 F 24,7 82 130 75 239 184 131,2 3,40
83 38 F 27,2 94 120 80 232 66 133,8 3,47
84 61 F 26,6 90 140 95 360 220 105 2,72
85 42 F 26,6 69 140 90 187 58 89,4 2,32
86 67 F 25,0 85 120 80 350 105 249 6,45
87 38 F 255 83 140 110 236 77 151,6 3,93
88 65 F 27,2 94 130 80 244 90 157 4,07
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89 36 F 21,7 71 110 80 186 77 97,6 2,53

90 58 F 213 72 130 85 247 81 1238 3,21

91 47 M 29,3 104 150 100 316 197 188,6 4,88

92 72 F 40,2 17 140 80 236 168 126,4 3,27

93 43 F 28,9 83 110 80 301 82 202,6 5,25

94 64 F 29,5 81 110 70 282 141 172,8 4,48

95 47 F 312 9 130 80 261 66 161,8 4,19

96 60 M 30,5 105 160 110 208 34 114,2 2,96

97 66 F 221 64 120 80 209 60 109 2,82

98 49 F 275 88 110 80 243 96 151,8 3,93

99 38 F 23,0 65 110 70 184 78 100,4 2,60

100 59 F 25,8 95 110 80 192 48 102,4 2,65

101 54 F i i i - 199 66 1138 2,95

102 48 F 19.4 90 120 80 323 73 227 5,88

103 52 F 21,9 68 120 80 207 76 109,8 2,84

104 40 M 19,6 69 110 70 211 60 93 2,41

105 41 M 20,9 76 120 80 197 44 104,2 2,70

106 62 F 26,8 85 130 80 298 99 193,2 5,00

107 64 F 28,8 99 150 90 300 115 197 5,10

VLDL-C HDL-C PL apoAl apoB100 LH LPL
PACIENTE|  (mg/dL) (mg/dL) (mafdl) | (maldL) (ra/dL) CHDL-C | TGMHDL-C |\ IFFA/mL/) | (nmolFFA/mL/h)

1 13,2 44 - 134 132 1,02 130,03 6848 1262
2 22 39 121 53 2,28 23.21 i 3
3 9 48 186,83 149 57 2,61 21,81 2448 1839
4 14 48 150 121 76 159 47,74 4557 2457
5 14 63 ] 172 71 2,42 29,31 1298 445
6 9 53 21017 148 65 2,28 28,55 1948 3932
7 31 33 208,5 124 92 135 68,26 4279 1555
8 15 48 250 156 72 2,17 33,23 4010 2065
9 18,4 66 191 145 84 173 48,66 1730 3458
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10 35 46 305 161 138 1,17 118,29 2102 602
11 19 50 274 155 76 2,04 37,26 2352 2176
12 16 56 300 144 97 1,48 65,34 - -

13 11,6 67 171 154 94 1,64 57,38 3062 4760
14 27,8 52 342 155 117 1,32 88,32 1615 1545
15 9 50 160,17 132 54 2,44 22,09 4885 1463
16 11 52 218,5 133 65 2,05 31,77 2680 2552
17 7 44 213,5 104 63 1,65 38,16 3074 1101
18 6 47 175,17 123 46 2,67 17,20 2089 2711
19 10 48 126 132 64 2,06 31,03 3738 3938
20 14 39 188,5 132 67 1,97 34,01 1981 3378
21 12,8 64 164 163 129 1,26 102,09 3571 3399
22 46,2 60 - 190 102 1,86 54,76 671 3592
23 16 35 191,83 117 82 1,43 57,47 5112 1329
24 32 32 228,5 113 97 1,16 83,27 4384 1926
25 19 41 203,5 118 100 1,18 84,75 2224 2176
26 22,8 36 - 111 80 1,39 57,66 2016 755
27 11 53 197 147 79 1,86 42,46 2729 1450
28 12 52 190,17 141 52 2,71 19,18 4155 3007
29 28 65 243 166 83 2,00 41,50 1991 3591
30 15 44 201,83 116 85 1,36 62,28 2224 666
31 6 43 61 107 55 1,95 28,27 3457 2436
32 13,6 39 - 96 69 1,39 49,59 - -

33 18,2 66 231 213 163 1,31 124,74 1463 3614
34 11,6 59 175 161 83 1,94 42,79 2764 2674
35 12,6 63 196 172 97 1,77 54,70 - -

36 32,8 50 - 149 154 0,97 159,17 404 2959
37 17 57 269 157 121 1,30 93,25 2508 4453
38 14,8 66 234 161 97 1,66 58,44 - -

39 7 40 168,5 121 53 2,28 23,21 2069 2891
40 8,8 58 122 135 52 2,60 20,03 351 2694
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41 12 46 211,83 128 79 1,62 48,76 1392 1282
42 11 57 230,17 147 66 2,23 29,63 4588 1637
43 11,8 37 147 69 2,13 32,39 4174 1672
44 10 44 180,17 130 69 1,88 36,62 2403 2184
45 19 61 186 166 79 2,10 37,60 3664 2860
46 9 49 184 133 72 1,85 38,98 2277 3824
47 15 61 206 160 91 1,76 51,76 1202 2782
48 8 30 129 74 40 1,85 21,62 1433 2810
49 16 41 221,83 142 74 1,92 38,56 2536 2012
50 23 48 - 170 136 1,25 108,80 - -

51 18 65 181,83 166 33 5,03 6,56 2144 2525
52 15 35 234 118 78 1,51 51,56 2570 1591
53 12 37 191 107 87 1,23 70,74 4683 2528
54 22 55 144 132 102 1,29 78,82 3901 1990
55 10 52 240,17 147 86 1,71 50,31 2275 2289
56 14 51 243,5 119 72 1,65 43,56 1731 2546
57 9 52 188,5 140 67 2,09 32,06 2005 1968
58 16 59 233,5 146 64 2,28 28,05 1054 884
59 8 60 163,5 161 35 4,60 7,61 2641 2747
60 14 52 115 132 70 1,89 37,12 5606 3237
61 14 95 178 215 101 2,13 47,45 793 2059
62 12,4 92 200 191 84 2,27 36,94 1779 5312
63 25 86 271 222 94 2,36 39,80 218 350
64 16,2 69 240 138 119 1,16 102,62 965 2309
65 16,6 82 188 192 103 1,86 55,26 772 1610
66 19,4 71 226 201 113 1,78 63,53 787 2440
67 36,2 89 244 180 114 1,58 72,20 2913 2957
68 27,8 72 - 178 103 1,73 59,60 760 641
69 30 78 189 175 130 1,35 96,57 2952 2936
70 19 81 228 147 75 1,96 38,27 2784 2085
71 22 88 291 255 94 2,71 34,65 795 3772
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72 17,4 97 235 197 70 2,81 24,87 2634 3478
73 13,2 90 220 239 102 2,34 43,53 2104 4291
74 18,6 89 281 194 106 1,83 57,92 280 130
75 22,2 90 271 218 89 2,45 36,33 - -

76 10 9 203 178 59 3,02 19,56 1573 5657
77 11,2 95 190 182 78 2,33 33,43 186 5731
78 25 76 344 184 110 1,67 65,76 848 866
79 43,2 82 267 160 172 0,93 184,90 245 1641
80 16,4 72 203 189 107 1,77 60,58 2637 3592
81 15,2 93 285 259 124 2,09 59,37 1256 2823
82 36,8 71 321 251 147 1,71 86,09 640 925
83 13,2 85 183 224 116 1,93 60,07 1394 2031
84 44 211 198 221 77 2,87 26,83 237 745
85 11,6 86 225 196 79 2,48 31,84 784 4444
86 21 80 286 194 157 1,24 127,06 2179 2938
87 15,4 69 217 157 125 1,26 99,52 934 3624
88 18 69 230 180 131 1,37 95,34 722 681
89 15,4 73 299 149 79 1,89 41,89 1088 2756
90 16,2 107 273 257 144 1,78 80,68 175 3239
91 39,4 88 267 211 146 1,45 101,02 1119 1284
92 33,6 76 192 213 124 1,72 72,19 203 1464
93 16,4 82 226 207 154 1,34 114,57 2455 3961
94 28,2 81 325 167 143 1,17 122,45 723 2246
95 13,2 86 233 212 124 1,71 72,53 2252 5054
96 6,8 87 189 194 101 1,92 52,58 4589 3881
97 12 88 191 183 79 2,32 34,10 965 3201
98 19,2 72 152 196 120 1,63 73,47 2648 3253
99 15,6 68 223 189 97 1,95 49,78 1103 4652
100 9,6 80 208 175 76 2,30 33,01 1207 81

101 13,2 72 236 139 77 1,81 42,65 1734 3219
102 15 74 237 161 152 1,06 143,50 1212 1591
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103 15,2 82 206 200 88 2,27 38,72 846 2349
104 12 106 185 199 81 2,46 32,97 2490 2495
105 8,8 84 169 201 74 2,72 27,24 3338 5215
106 19,8 85 291 169 134 1,26 106,25 1800 2457
107 23 80 231 183 140 1,31 107,10 547 2361
CETP PLTP GLICOSE acLDLox LDLox
PACIENTE (% de transferéncia) | (%de transferéncia) ( G/dL) (OD) (U/L)
1 9,6 - 95 - 37,6
2 23,6 - 98 0,333 24
3 27,9 8,94 74 0,167 45,9
4 11,3 21,02 82 0,329 89,1
5 9,8 28,23 70 0,485 37,7
6 22,8 8,93 76 0,142 45,7
7 17,4 10,13 86 0,176 46,8
8 23,8 8,8 86 0,181 61,2
9 4,6 8,94 78 - 76,6
10 12,9 - 85 0,233 53,6
11 22,2 12,98 75 0,09 32,2
12 9,3 - 87 0,184 111,4
13 3,9 11,51 87 0,253 85
14 15,7 - 87 0,131 33,2
15 14,4 10,93 78 0,134 42,4
16 26,5 5,97 83 0,186 37,2
17 11,3 8,57 88 0,204 29,3
18 21,2 5,92 87 0,127 43,3
19 16,3 5,88 87 0,246 46,1
20 17 57 79 0,245 62,5
21 9,1 8,06 79 0,124 65,7
22 7,6 - 101 0,25 87,5
23 27,1 8,77 85 0,128 56,7
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24 20,3 8,69 94 0,223 44,5
25 234 9,6 94 0,29 98,5
26 21,8 - - 0,709 53,9
27 10,4 5,34 105 0,271 31,9
28 27,5 14,08 82 0,465 38,3
29 15,4 15,76 86 0,152 47,9
30 15,4 7,54 90 0,135 40,2
31 16,4 11,01 81 0,742 166,7
32 - - 80 - 57

33 15,9 8,92 88 0,538 86,9
34 8,5 18,71 83 0,388 69,6
35 6,8 7,71 80 0,244 114,6
36 12,5 - 78 0,273 55,7
37 7,7 7,85 85 0,227 107,7
38 6,7 12,84 85 - 29,2
39 26,7 11,51 109 0,188 22,2
40 22,3 14,23 68 0,263 35,2
41 16,1 9,31 83 - 27,3
42 19 3,96 77 0,166 55,8
43 8,5 10,97 85 0,222 55,4
44 19,6 3,01 86 0,222 47,9
45 12,8 4,23 77 0,216 58,5
46 13,6 41,49 82 0,486 53

47 24,2 59 99 0,486 38,3
48 13,7 8,7 88 0,309 53,4
49 15,8 4,89 92 0,356 71,1

50 - 5,8 82 0,584 17

51 21,3 6,45 82 0,349 44

52 19,7 10,33 79 0,253 36,9
53 26,1 25,1 68 0,231 98,2
54 26,5 37,6 90 0,374 40,3
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55 19,8 7,54 93 0,252 1,7
56 28,7 6,67 86 0,13 33,4
57 19,2 8 77 0,118 33,3
58 15,1 8,49 82 0,252 12,8
59 15,4 10,16 82 0,332 32,8
60 13,9 14,59 80 0,156 66,6
61 5,8 14,75 75 0,719 72,1
62 9,2 9,86 88 0,484 56,9
63 54 28,95 74 0,489 124,8
64 4,7 6,56 97 0,392 43,2
65 7,6 4,42 84 0,265 68,3
66 22 34,85 112 0,208 67,6
67 5,1 19,22 83 0,327 80,7
68 8,5 28,56 80 0,4 63

69 6,2 12,99 101 0,185 55,8
70 8,2 12,18 88 0,385 25,9
71 7,6 7,52 71 0,608 42,5
72 59 7,79 75 0,293 102,2
73 28 17,15 82 0,53 96,1

74 4,6 14,52 71 0,275 87

75 27,7 17,35 82 0,511 58,1

76 4,7 35,44 78 0,384 71,2
77 14,3 14,3 71 0,295 96,5
78 6,9 29,99 64 0,181 78,9
79 6,9 19,44 89 0,254 75,1

80 16,6 30,36 86 0,245 76,8
81 14,1 27,49 87 0,397 91

82 18,4 32,73 81 0,294 71,8
83 6,4 1,18 83 0,732 29,6
84 4,6 39,8 90 0,062 71,6
85 8,8 27,77 82 0,349 112
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86 11 35,24 113 0,279 87
87 7,8 13,54 81 0,279 60,6
88 3,6 2,8 88 0,534 66,5
89 10,1 31,05 70 0,463 60,5
90 13,3 7,5 84 0,51 138,7
91 0,8 2,94 86 0,356 69
92 5 8,97 86 0,258 113,7
93 54 15,94 72 0,349 102,4
94 24,7 33,37 82 0,932 85,2
95 1,8 19,41 77 0,46 57,8
96 22,7 3,61 88 0,252 62,8
97 5,6 17,71 80 0,444 96,6
98 25,3 31,49 76 0,444 58,3
99 10 34,54 79 0,482 52,4
100 1,9 8,51 86 0,482 32,4
101 1,6 2,48 83 0,218 107.,8
102 44 30,85 81 0,09 82,4
103 28,8 28,22 89 0,24 47,5
104 6,1 19,88 93 0,156 50,3
105 21,6 16,9 79 0,517 65,4
106 13,3 27,18 80 0,378 46,3
107 10,1 25,05 82 0,517 -
LDLox/apoB100 LDLox/LDL-C CAROTIDA | CAROTIDA Média
PACIENTE (U/g) (U/mmol) A B cEIM
1 8,22 32,27 1,12 1,16 1,16
2 7,09 22,68 0,64 0,61 0,61
3 4,21 12,36 0,54 0,55 0,55
4 6,04 20,85 0,52 0,58 0,58
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5 12,55 41,45 0,76 0,82 0,82
6 5,80 18,19 0,54 0,52 0,52
7 4,97 18,57 0,62 0,56 0,56
8 6,50 21,51 - - -

9 7,29 20,80 - - -

10 5,55 20,12 0,65 0,65 0,65
11 7,05 23,79 0,66 0,6 0,6
12 3,32 9,64 0,6 0,6 0,6
13 11,85 38,27 - - -

14 7,26 20,23 0,58 0,59 0,59
15 6,15 18,05 0,64 0,58 0,58
16 6,52 19,04 0,62 0,65 0,65
17 5,90 19,68 0,58 0,56 0,56
18 6,37 17,68 0,44 0,49 0,49
19 6,77 21,43 - - -

20 6,88 22,25 0,58 0,57 0,57
21 4,84 15,96 0,74 0,71 0,71
22 6,44 22,89 0,82 0,93 0,93
23 10,67 30,44 0,46 0,52 0,52
24 5,85 20,65 0,7 0,71 0,71
25 4,45 13,22 0,64 0,64 0,64
26 12,31 28,99 0,7 0,75 0,75
27 6,82 18,75 0,62 0,65 0,65
28 6,13 16,64 0,7 0,7 0,7
29 4,61 15,90 0,46 0,5 0,46
30 5,64 16,81 0,6 0,62 0,62
31 7,31 21,86 0,48 0,53 0,53
32 24,16 66,77 0,68 0,67 0,67
33 3,50 12,66 0,68 0,7 0,7
34 10,47 33,75 - - -

35 7,18 18,23 0,66 0,65 0,65
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36 7,44 34,79 0,62 0,63 0,63
37 4,60 14,15 - - -

38 11,10 34,89 0,64 0,66 0,66
39 5,51 15,88 0,54 0,54 0,54
40 4,27 14,99 0,56 0,5 0,5
41 4,46 13,19 0,52 0,58 0,58
42 4,14 12,26 0,5 0,5 0,5
43 8,09 28,65 0,58 0,62 0,62
44 8,03 20,37 0,52 0,5 0,53
45 6,06 18,87 0,54 0,59 0,59
46 8,13 20,17 - - -

47 5,82 15,99 0,56 0,55 0,55
48 9,58 30,81 0,48 0,55 0,52
49 7,22 22,41 0,58 0,63 0,63
50 5,23 18,30 0,72 0,72 0,72
51 5,15 14,27 0,62 0,65 0,65
52 5,64 17,51 0,52 0,56 0,56
53 4,24 13,83 0,58 0,59 0,59
54 9,63 22,70 - - -

55 4,69 15,11 0,56 0,54 0,54
56 5,79 14,25 0,52 0,57 0,57
57 4,99 15,92 0,54 0,57 0,57
58 5,20 14,29 0,56 0,57 0,57
59 3,66 9,50 0,6 0,55 0,55
60 4,69 17,35 0,5 0,51 0,51
61 6,59 18,91 - - -

62 8,58 24,08 0,9 0,95 0,95
63 6,05 23,37 1,16 1,15 1,15
64 10,49 29,24 0,94 0,88 0,88
65 4,19 15,53 0,62 0,65 0,65
66 6,04 21,51 - - -
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67 5,93 20,75 0,53 0,56 0,56
68 7,83 28,02 1,16 1,24 1,24
69 4,85 19,31 0,5 0,58 0,58
70 7,44 21,33 0,86 0,87 0,87
71 2,76 8,85 0,6 0,6 0,6
72 6,07 17,72 - - -
73 10,02 31,87 0,86 0,89 0,89
74 9,07 23,13 1,04 1 1
75 9,78 29,78 0,72 0,65 0,65
76 9,85 27,36 - - -
77 9,13 23,95 - - -
78 8,77 27,60 - - -
79 4,59 15,02 - - -
80 7,02 24,45 - - -
81 6,19 16,96 - - -
82 6,19 26,78 0,78 1,76 0,76
83 6,19 20,72 - - -
84 3,84 10,88 0,58 0,61 0,61
85 9,06 30,92 - - -
86 7,13 17,37 - - -
87 6,96 22,16 - - -
88 4,63 14,90 - - -
89 8,42 26,31 - - -
90 4,20 18,87 - - -
91 9,50 28,39 - - -
92 5,56 21,08 0,84 0,85 0,85
93 7,38 21,67 - - -
94 7,16 22,88 1,14 1.1 1,1
95 6,87 20,33 - - -
96 572 19,54 1,3 1,27 1,27
97 7,95 22,25 0,72 0,72 0,72
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98 8,05 24,57 - - -

99 6,01 22,42 - - -

100 6,89 19,76 0,64 0,69 0,69
101 4,21 10,99 0,62 0,76 0,76
102 7,09 18,34 - - -

103 9,36 28,98 0,86 0,78 0,78
104 5,86 19,72 0,64 0,65 0,65
105 6,80 18,64 0,86 0,88 0,88
106 4,88 13,07 0,84 0,78 0,78
107 3,31 9,07 0,72 0,68 0,68
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