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RESUMO

A aterosclerose € uma doenca imunc-inflamaténa e de cardter
multifatorial. O iabagisme € um de seus principais fatores de risco, existindo grande
controvérsia na literatura quanto aos mecanismos fisiopatoldgicos de sua aterogenicidade.
Avaliamos os efeitos metabdlicos e oxidantes do fumo em uma peopulagio sadia adulta,
composta de fumantes crbnicos moderados. Nio fumantes, de ambos 0s sexos também
foram estudados.

Para a avaliagio dos efeitos metabdlicos do tabagismo determinamos a
composicEo guimica de sub-fragBes da lipoproteina de alta densidade, as atividades da
lipoproteina lipase (LPL), da lipase hepatica (LH), da lecitina:colesterol acil transferase
(LCAT), da proteina de iransferéncia de colesteril-éster (CETP), da proteina inibidora da
transferéncia de lipides (LTIP) e da proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP). A
massa de CETP também foi determinada.

Observamos aumento de fosfolipides da sub-fracio de lipoproteinas de alta
densidade, HDLs-PL, e reducfo da atividade de diversas proteinas envolvidas no transporte
reverso do colesterol: LH, PLTP e CETP (comrigida por triglicérides). Nio observamos
modificagbes em LCAT, LPL e LTIP. Sugerimos gue a menor atividade destas proteinas
reduz o transporte de colesterc]l para o figado, assim como a geragiio de lipoproteinas

imaturas aceptoras do colesterol livre proveniente dos tecidos periféricos.
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RESUMO

Para a avaliaclc dos efeifos oxidantes do tebagismo, a suscepiibilidade da
lipoproteina de baixa densidade (LDL} 2 oxidacio e a medida de aute-anticorpos contra
LD L-oxidada foram determinados.

A oxidabilidade nfo se mostrou diferente entre os grupos, porém os niveis de
anti LDL~oxidada foram significativamente menores nos fumantes, diferenca explicada
pelas mulheres fumantes. Estes resultados sugerem uwm aumento nos niveis de LDL
oxidada e formacio de imunocomplexos.

A parte destes achados, o tabagismo provocou mudangas na pressio arterial €
aumenio nos niveis de fibrmogénio plasmatico.

Com base nestes resultados, sugerimos que a aterogenicidade do fumo se deva,
em parte, 2 maior oxidagio das lipoproteinas plasmaticas, 2 redugio no transporte do
colesterol livre dos tecidos periféricos para o figado, a variacBes da pressfo arterial 2 2

tendéncia a um estado de pré-coagulabilidade.

b1



ABSTRACT

Y

ABSTRACT



ABSTRACT

ABSTRACT

Atherosclerosis is 2 multifsctorial immuno-inflammatory disease. One of its main
risk factors 1s smoking. There is a great deal of controversy in the literature regarding the
physiopathological mechanisms of the atherogenicity of cigarstte smoking.

The metabolic and oxidizing effects of smoking were studied in a healthy adult
population that consisted of moderate chronic smokers and non-smokers from both sexes.

In order to assess the metabolic effects of smoking, the chemical composition the
sub-fractions of high-density lipoproteins (HDL), lipoprotein lipase (LPL), hepatic lipase
(HL), lecithin:cholesterol acyl transferase (LCAT), cholesteryl-ester transfer protein
(CETP), lipid transfer inhibiting protein (LTIP) and phospholipid transfer protein (PLTP)
were determined. The CETP mass was also measured.

An increase in the phospholipids of the sub-fraction of high-density lipoproteins,
HDL:-PL, and a reduction in the activity of various proteins involved in reverse cholesterol
transport: LH, PLTP, and CETP (when corrected by triglyceride) were observed. No
modifications were observed in LCAT, LPL and LTIP.

The authors suggested that the diminished activity of those proteins reduced the
transport of cholesteryl ester to the liver, as well as the generation of immatare high-
density lipoproteins, the free cholesterol acceptors in the peripheral tissues.

The oxidizing effects of smoking were assessed by determining the susceptibility
of low-density lipoproteins {L.DL) to oxidation as well as the presence of auto-antibodies

against oxidized LDL.
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ABSTRACT

The oxidation did not differ between the groups. However, the anti-oxidized LDL
levels were significantly lower in smokers, by the female smokers group. These resulis
suggest an increase in oxidized LD levels resulting in the formation of immune-
compiexes.

Besides these findings, smoking produced alterations in the blood pressure and an
increase in the plasma fibrinogen levels.

Based on the results obtained in this study, we suggest that atherogenesis caused
by smoking is parily due to greater oxadation of plasma lipoproteins, reduction in the
transport of free cholesterol from the peripheral tissues to the liver, alterations in the blood

pressure and a tendency towards a state of pro-coagulability.
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L. INTRODUCAO GERAL

1.1, ATEROSCLEROSE

A aterosclerose € considerada uma respostz 4 tensdo sobre 2 camada intima arterial
de caréter imuno e inflamatério ou de cicatrizacio. Esta teoria formulada por Ross em 1973

{(Ross & Glomset, 1973} tem sido continuamente atualizada {Ross & Glomset, 1976; Ross,

1993; Ross, 1998},

A hipétese postulada por Rokitansky e Virchow, posteriormente modificada por
French, sugere que a lesfio aterosclerdtica representa uma resposia protetora contra o
processo inflamatdrio da parede arterial lesada (Ross, 1993).

A disfuncio endotelial mais incipiente se desenvolve no endotélio ainda intacto com
o aumento da adesdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e monécitos circulantes.
Estas alteracles estZo associadas a hipercolesterolemia, tabagismo, hipertens3o arterial e
mecanismos imunoidgicos e inflamatérios (Liao, 1998). A disfuncioc endotelial
estabelecida se manifesta por vasoconstri¢ic e aumento da permeabilidade do endotélio

{Ross, 1998).

O endotélio vascular possui importantes e multiplas fungdes, dentre as quais
destacam-se: a funcfo de protecio mecinica interna do vaso; a regulacio do seu calibre e
do fluxo sangiineo local; a fungio anti-trombogénica, a de anti-coagulacio e a

imunologica. (Ross, 1993},
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O endotélio sintetiza moléculas mediadoras humorais, as citocinas, os fatores de
crescimento € substincias vasodilatadoras (Ross, 1998).

A lesdo aterosclerdtica inicia-se com o acimulo focal de mondcitos circulantes qus
aderem 2 superficie endotelial & migram entre as células endotelais, entrando no espago

sub-endotelial onde sdo convertidos em macréfagos (Batlouni, 1997).

As particulas de LDL atmavessam as células endoteliass intactas por fransporie
vesicular (transcitose), o qual nfio requer receptores. A magmitude desse fransporte €
concentragio-dependente. LDL nativas s8o reconhecidas e ndo se acumulam em quantidade
aprecidvel nos macréfagos (Schenke, 1989), portanto, a particula deve ser modificada
quimicamente para que seja captada pelos receptores scavenger. As células endoteliais e
musculares lisas, e também os macréfagos, secretam produtos oxidativos por miltiplas vias
metabdlicas, os quais se difundem para as LDIL. apnsionadas no espago subendotehial e
iniciam a sua oxidacdo (figura 1, adaptado de Ross, 1998). Esta comega nos acidos graxos
poliinsaturados dos fosfolipides da superficie de LDL e se propaga aos lipides do nucleo da
particula, resultando em modificaglio oxidativa tanto dos 4cidos graxos polinsaturados,
como do colesterol e fosfolipides e, finalmente, modificagio e degradacio da

apolipoproteina B (Steinbrecher, 1589).

As LDL oxidadas (nfo as nativas) sdo potentes fatores quimiotaticos posiivos para
mondcitos e, a0 mesmo tempo, sio inibidomas da mobilidade do macrofago. Em ambos os
casos, 0 componente ative esid localizado na fragio lipidica das LDL coxidadas

{Steinbrecher et al, 1984) As LDL oxidadas, por serem altamente citotdxicas, podem
3
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induzir a alteragfes funcionais nas células endoteliais que favorecem a penetracio dos
mondeitos ou facilitam o movimento de mais LDL para o espaco subendotelial, acelerando
assim, a formacfo das esirias gordurosas. Além disso, a citotoxidade das LDL oxidadas é
suficienie para promover a perda de células endoteliais da superficie de estrias gordurosas
j4 estabelecidas (Steinberg et al., 1989),

Us macrofagos reconhecem entdio estas particulas & as captam, onginando as foam
cells. Nesta etapa ocorre a liberagio de enzimas hidroliticas, citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento. O recrutamento de monécitos & continuo e as células do muscuio
liso migram para o interior da camada intima (figura 1, adaptado de Ross, 1998). Como o
ciclo de interagbes continua, as placas evoluem de estrias gordurosas para uma lesio
fibrotica. As foam cells comegam a necrosar provavelmente por causa da citotoxidade do
acumulo lipidico; em continuidade b4 a formagio de cristais de colesterol. As Joam celis
necrosadas migram para o espago extracelular, acompanhadas da sintese de coldgeno e
maior proliferagio e migra¢io das células musculares lisas. As placas fibrosas podem sofrer
ruptura seguida de hemorragia e trombose, tansformando-se na lesio aterosclerética

complicada {Lusis, 2000) (figura 1, adaptado de Ross, 1998).
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12 ATEROSCLEROSE ETABAGISMO

Juntamente com o fabagismo, a hipercolesterolemia e mais recentements, 2
hipertnigliceridemia e a hipertensfo arterial s30 reconhecidos como os mais importantes
fatores responsaveis pelo aumento da incidéncia mundial da doenga cardiovascular
aterosclerdtica documentada nas (ltimas décadas (Witteman et al., 1993).

O risco de DAC em individuos fumantes chega a ser 2-4 vezes maior do que em nio
fumantes e este 1isco cresce 3 medida que outros fatores de risco sio adicionados (Lakier,
1992).

De acorde com a Organizagio Mundial da Saade, quando se observa a mortalidade
em 4mbito mundial, vé-se um quadro bem draméatico: nas décadas de 1930 a 1630, um
milhdc de tabagistas momeram e esta mortalidade foi se slevando a ponto de serem
registrados 17 milhdes de mortes por doencas tabaco-relacionadas de 1980 a 1989 {8do
Paulo, 1995). Atualmente, o ntimero de &bitos chega a 3 milhdes de pessoas/ano no mundo
com projecdo estimada em 10 milhdes nas proximas décadas caso este quadre ndo segja
reverfido.

Calcula-se que ha 1 bilhdo e 100 mithdes de tabagistas no mundo, que consomem 6
trifhdes de cigarros/ano (WHO, 1998).

No Brasil, considerando o periodo de 1970 2 1990, o consumo de cigarros aumentou
de 73 bilhdes de unidades para 164 bilhdes, retratando um aumento de 125%, para um
crescimento populacional de apenas 61%. Em 1994, cerca de 1092 bilhdes de cigarros

foram consumudos,
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No Brasil o tabagismo esta associado a 25% das mortes por doengas coronananas €
cerebrovasculares, mais de 90% das mortes por clncer do puimdo, 85% das mortes por

doenga pulmonar obstrutiva crénica e 30% das mortes por cdnceres em geral.

O cigarro contém 4.720 componentes toxicos, dos quais 60 sfo cancerigenos {(Law
et al, 1997). Porém, calcula-se que mais de 100.000 compostos do cigarro ainda ndo foram

indentificados (Wakeman, 1972).

Os constituintes da fumaca do cigarro podem ser divididos em nicoting; mondxido
de carbono {CO), componentes da fase de vapor, incluindo acetaldeido, formaldeido,

acroleina, éxidos de nitrogénio, didxido de carbono; e fase de pariculas incluindo o

alcatriio (Tabela 1).

|
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Tabela 1 — Constituintes da fomaca em um cigarre sem filtro

Constituintes ¢ quantidades presentes na fiimaga do cigarre

Fase de vapor

Mondxido de carbone (10-23mg)

3-Vintpiridina (11-30%ug

Dndnido de carbono (20-40mg)

Cianeto de hidrogénio {(400-500ug)

Carbonil sulfide (18-42mg)

Aménia (50-130ug)

Benzeno (12-48mg)

Metilamms (11.5-287ug)

Tolueno (100-200ug)

Dimetiamina (7.8-10ug)

Formaldeido (70-100ug)

Oxidos de nitrogénio (100-600ug)

Acroleina (60-100ug)

Acido formico (210-490pg)

Acetona (100-250ug)

Acido acético (330-810ug)

Piridina (16-40g)

Meti-cioreto (156-600ug)

3-Metilpiridina (12-36pg)

Fase de Particulas

Matéria Particular (15-40mg)

v-Buttirolacetona (10-22pg)

Nicotina (1-2.5mg)

Quinolina (0.5-2ug)

Anabatina (2-20ug)

Acido Benzoico (14-281g)

Fenol (60-14ug)

Acido latico (62-174pg)

Catecol (100-360ug)

Acido glicolico (37-126:g)

Hidroquinona {110-300ug)

Acido succinico {110-140ug

Colesterol (22pg)

Adaptado de Hoffman et al (1998)
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Esses componentes s3o simultaneamente liberados como um aerosol complexo
composto de varios bilthdes de particulas semi-liquidas/cm®, numa mistura de gases em
combustie. Por este motivo, associar o risco de doengas cardiovasculares a apenas certos
compostos se torna complicado (Smmuth et al, 2001).

A maior parte da literatura especializada enfoca os efeitos da nicotina, por ser ¢
principal constituinte responsavel nas respostas farmacologicas ao fumo (Artho etal , 1964,
Emele et al., 1977), exceto com relacio aos efeitos oxidantes {Loo, 1995; Frei etal,, 1991).
Sua toxidade e tendéncia a gerar dependé@ncia em seus usuarios leva este alcaldide natural 2
ser de grande imporiincia médica.

A nicotina é metabolizada extensivamente pelo figado. Aproximadamente 70% -
80% da nicotina € metabolizada & cotinina por oxidacfo, sendo entio este seu principal
metabdlito. Aproximadamente 4% da nicotina € metabolizada & nicotina-N'-Gxido
(Benowitz et al, 1996}

Sobre o sistema cardiovascular, a ac8o da nicotina se faz fundamentalmente através
do estimulo adrenérgico. Receptores colinérgicos nicotinicos ativam ginglios autondmicos
com subseqiiente liberacio de noradrenalina pos ganglionar e adrenalina da medula supra-
renal (Franken et al, 1980; Narkiewiczet al, 1998; Grassi et al, 2000). Observam-se, como
efeito clinico, aumento de 10 a 20 batimentos/minuto na freqiiéneia cardiaca e de 5 a 10
milimetros de mercirio na pressdo arterial. O uso do cigarmo também provoca aumento do
consumo de oxigénio, aumento da resisténcia arterial penférica (Powell, 1998; Vogel,
1997), vasoconstrigio, aritimias ¢ cardiomiopatias (Jacobs etal,, 1999}

8
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A nicoting induz 2 ativagio plaquetiria e sumentz a liberacBo de prostaciclina e
tromboxano Ay (lida, M. et al, 1998). Os fumantes apresentam niveis mais altos de
fibrinogénio e fibrmdlise diminuida com niveis mais altos de PAL1 {(inibidor-ativador do
plasminogénio 1} Nowak et al,, 1987}, fato que, em conjungio com o aumento da massa
das hemacias e do hematderito e 2 maior adesividade plaquetaria, contribuem para elevar a
viscosidade e 2 incidénciz de episddios trombo-embélicos {Goldsmith et al, 1967;
Imaizumi etal, 1991; Price etal,, 1999) neste grupo.

As agbes da nicotina atuam fundamentalmente através do sistema nervoss
autbnomo. A nicotina se liga a receptores colinérgicos nos ginglios auténomos, na medula
adrenal, na jung¢lo neuromuscular e no sistema nervoso central. A resposta ocorre de forma
bifasica, em geral com estimulo colinérgico inicial, seguido de antagonismo dependendo
das doses empregadas. Pequenas doses de nicotina agem nos ganghios do sistema nervoso
autdnomo, micialmente como estimulo a neurotransmissio &, posteriormente, como
depressor. O uso de altas doses de nicotina leva a um rapido efeito estimulante seguido de
efeito depressor duradouro. A nicotina, 2 semelhanga de outras drogas que causam
dependéncia, ativa o sistema dopaminérgico mesolimbico. Fssas acdes aumentam o estado
de atengdo ¢ sensagdo de bem estar, aumentam 2 capacidade de memoria e provocam a
dependéncia (Benowitz, 1999),

A nicotina causa ainda relaxamento muscular através do estimulo das células

Renshaw ou dos nervos aferentes pulmonares (Benowitz, 1999),

ic
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No aparetho gastrointestinal, a nicotina estimula 2 produgfc de acido cloridrico,
podendo levar ac aparecimento de Glcera gastrica (Rosemberg, 1996). Através da agio
combinada dos ginglios parassimpéticos e dos nervos colinérgicos, hd um aumento da
atividade do tOnus intestinal Niusea, vOmito ¢ até mesmo diamréia sdo observados apés a
absorgio sistémica da nicotina em individuos que ndo tenham sido expostos previamente a
droga {(Gilman et al., 1996}

A nicoting causa também estimmulo seguido de inibigdo nas secregBes salivar e
brénguica (Gilman et al, 1996).

Com relacio ao principal componente da fase gasosa, 0 mondxido de carbono (CO)
forma-se principalmente na oxidago dos constituintes do cigarmo quando estes se
encontram em alta temperatura pela decarboxilagio na zona de pirdlise. Este componente
do cigarro aumenta linearmente conforme o nimero de tragadas e estudos mostram que esta
substincia tem alto poder de toxicidade (Fecther et al, 1977).

Benowitz {1997) observou que a agio do mondxide de carbono na trombogénese
tem efeitos mais deletérios do que a nicotina, que parece ndo agir diretamente no processo
pré-trombético.

Por outro lado, em um estudo epidemiolégico (Smith et al, 1993) o CO nio fo1
relacionado com o surgimento de placas aterosclerdticas, também em um grupo de ndo
fumantes com angina crnica, a exposicdo aguda ao CO nfo afetou os niveis de

lipoproteinas e apolipoproteinas (Leaf et al, 1996).
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Dados recentes de Siow et al ( 1999) mostraram gque o CO nfo tem agio
vasoconsiritora ¢ Wang (1998) observou que esta substidncia serve como faior vaso-
relaxante.

A inalaglo de ambss as fases de vapor e de particulas contribuem para a incidéncia
de doenga cardiovascular além de originar um processo inflamatério nos fumantes (Smith
2001} Macrbfagos alveolares estimulados pelo cigarro promovem a liberacio de
mediadores pré-inflamatérios, os quais influenciam {em tormo de 20-25%) no aumento dos
lencéeitos presentes nos fumantes (Corre, 197 1}. Além disso, ¢ cigamo aumenta a sintese
de fibrinogénio pelo figado (Mackievwicz, 1991} elevando os niveis de fibrinogénio
circulantes (Meade, 1987).

Os fumantes apresentam uma maior quantidade de espécies radicais livres pois: 1}a
fase de vapor ¢ a fase de particulas contém radicais livres {Zang, 1995); 2) os pulmdes dos
fumantes apresentam altos niveis de macrofagos e neutréfilos, que geram espécies reativas
a0 oxigénio {Rennard, 1993); 3} os fumantes ingerem na dieta menos alimentos contendo
antioxidantes (Midgette, 1993).

A meia-vida destas espécies presentes na fase de vapor do cigarro € de apenas
algumas dezenas de segundos; porém este tempe € suficiente para suz passagem através da
circulagdo pulmonar (Smith et al, 2001). Pitiilo (2000} atribuiu aos radicais livres presentes
no cigarro a responsabilidade pelas modificagdes morfolégicas e funcionais do endotélio,

O éxido nitrico (NO) é metabolizado pelas céluias endoteliais e é um importante
componente vasodilatador que contribui para o relaxamento endotelial O extrato do cigarro
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leva a uma irreversivel inibicio da atividade do NO, aumentando os niscos de doencas

cardiovasculares (Su et al, 1998},

A Tabela 2 mostra um resumo da literaturg sobre as possiveis relagbes entre as
quatro maiores categorias dos constituintes da fumaga do cigarro e o risco cardiovascular

(Smith, 2001).

Tabela 2 — Constituintes do cigarre ¢ acbes cardiovasculares

Efeito Micotina CO Fase de Particulas  Fase de Yapor
Aterogénico Indiretamente positivo Negativo Positivo Positivo
Trombogénico Indiretamente positive  Negativo Positivo Positive
Agregacio plaquetiria  Indiretamente positivo  Negativo ? ?
Vasconstritor Positivo Negativo 7 Negativo
Inducio a hipdxia Negativo Positivo Negativo Negativo
Indugdio 4 arritmias ? ? Negativo Negativo

Adaptada de Smith et al (2001)

Efeitos deletérios associados ao uso do cigarro podem envolver o metabolismo
lipidico e de carboidratos.

Em fumantes podem ser observadas mudangas na concentragio dos lipides e das
lipoproteinas circulantes, fals como o© aumento de colesterol nas fragdes VLDL
{(lipoproteina de densidade muito baixa) e LDL (lipoproteina de densidade bamxa} (Cullen et
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al, 1998} e dos niveis de wiglicérides (Sinha et al 1993) e reduglo na fragio HDL
(lipoproteina de densidade alta) (Price et al., 1999; Cullen et al, 1998; Celada et al, 1997).

Em uma meta-analise de Craig et al (1989) foi demonstrado aumento nos niveis de
colesterol total, triglicérides, VLDL e LDL-col e diminui¢Zo na concentracio de HDL-col e
apo A-I em fumantes.

O cigarro aumenia o3 niveis de catecolaminas circulantes, decorrente da maior
atividade do sistema nervoso simpatico; como conseqiéncia, hd um aumento da lipolise
que eleva o0s niveis plasméticos de AGL, aumenta sua capiaglo pelo figado e
consequentemente maior secregdo de VLDL (Cryer et al, 197 63,

Os fumantes nfo sio necessariamente dislipidémicos. Alguns autores nfio mostram
variagcio na concentragio destas lipoproteinas em fumantes {Imaizumi etal , 1991; Leonard
etal, 1995; Casanovas et al. 1992; Facchini et al 1 992).

O PDAY study (1990) (Pathobiological Determinantes of Atherosclerosis in Youth)
relacionou o hébito de fumar com o processo inflamatério a partir da observacio de que
Jjovens fumantes pareados com ndc fumantes apresentaram aterosclerose abdominal.

Também pode-se observar aumentc nos niveis séricos de horménios do
crescimento, antidiuréticos (Field et al, 1994), cortisol (Szostak-Wegierek etal, 1996) e na
glicemia, glicerol e lactato (Eliasson et al, 1997).

O fumo agudo pode causar intolerincia 2 glicose e resisténcia & insulina,

aumentando a concentragio de colesterol e triglicérides {Frati et al, 1996).
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Estudos tém sugerido que as modificagdes oxidativas das LDL pelo cigarro seia
uma das possiveis explicagdes para o aumento do risco 2 aterosclerose em fumantes (Harats
et al., 1989). Loo et al (1995) demonstraram que o habito de fumar leva & LDL mais
susceptiveis a modificagdes oxidativas. O cigarro também esta associado 2 um aumento das
pequenas e densas particulas de LDL (Eliasson et al, 1997) e disfunco endotelial (Newby
et al, 2001), contribuindo assim para o surgimento de doengas cardiovasculares (Tuutetal,

2001).

1.3. METABOLISMO DE LIPOPROTEINAS PLASMATICAS

As lipoproteinas (Lp) plasmaticas sio complexas estruturas macromoleculares de
tamanho e densidade variados, contendo um nicleo hidrofobico com componentes
apolares, triglicérides (TG) e colesteril-ésteres (CE) e uma monocamada superficial
externa, constituida por componentes polares, fosfolipides (FL), colesterol livre (CL} e
apolipoproteinas (apo), que mantém a solubilidade e a estabilidade das particulas no meio
aquoso plasmaético (Brown et al,, 1981).

As apolipoproteinas sdo classificadas em quatro grupos principais representados por
A (A, AT e A-IV), B (B-48 e B-100}, C (C-I, C-Il e C-II) e E (Quintdo et al, 1989}
Elas sdo importantes para a solubilizagio dos lipides, atuam como co-fatores de enzimas-
chave no metabolisme de lipides ¢ mediam a interago das hpoproteinas com recepiores

celulares responsaveis pela remocio das particulas do plasma {Quintio et al., 1989).
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Atraves de técnicas eletrofordticas e de ultracentrifugagio, as lipeproteinas
plasméticas podem ser fracionadas em 5 classes distintas, de acordo com suas densidades (d
=g/ml) e diémetros (di = A%} (Atkinson et al,,1986, Gotio et al, 1986} A tabela 3 mostra a

classificac@ic destas lipoproteinas e seu contendo em lipides e proteinas.

Tabela 3 — Classificacfio das Lipoproteinas Plasmiticas

g YIDL DL L. HBL, Hbl,
(%) g<0.8% d= 1,006 1006<d<i 019 1,019<d=<1063 1,063<wd<] 125  1,125<d<1210
di=753G-12000 di=300-800  di=250-300 di = 180-250 di= 90-120 di= 30.90
COL 7 19 31 48 22 i5
TG 84 55 32 9 4
FL 7 i8 21 22 30 26
APOs HDL TOTAL
Al 7.4 ragos - - &7
Al 42 ragos - - 22
B-100 fragos 36,9 50-70 98 racos
B-48 22,5 fragos tragos - -
C-LILIT 66 459 5-10 tragos 5-11
E-LLILIV - 13,0 10-20 ragos 1-2
D - - - - ragos

QM = guilomicrons ; VLBL = lipoproteinas de densidade mmio baxa (very low density ipoproteins), IDL =
lipoproteinas de densidade mtermedidria (intermediate density lipoproteins), LDL = lpoproteinas de
densidade baixa (low density lipoproteins); HIDEL, = subfragio (2) das lipoproteinas de densidade alta (high
density lipoproteins), HDLs = subfraciio (3) das lipoproteinas de densidade alta (high density lipoproteins)Col

= colesterol, TG = wigicérides; FL = fosfolipides; APO = apolipoproteinas; HUL tetal = HDL,+HDL,
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O transporte lipidico, que ocorre apos a dieta, tem inicio com a absorgdo intestinal,
guando acidos graxos livres, monoglicerideos e colesters! sfio incorporados aos enterdoitos
em macroagregados moleculares, denominados quilomicrons {QM). Estes sfo entfo
transportados por via linfatica, através do ducto toricico, a circulagio sistémica (Havel et
al., 1982}.

Os triglicgndes dos quilomicrons s8o removidos da circulacio a medida gue passam
pelos capilares dos tecidos periféricos, através da ago bipolitica da enzima lipoproteina
lipase {LL.P}, cujo co-fator positivo € a apo-CIL Tanto o misculo quanio o tecido adiposo
contém grandes quantidades da enzima, localizada nas membranas das céiulas endoteliais
capilares ligada 2 cadeia de glicosarmnoglicanos ancorada a superficie do limen das células
endoteliais.

A LLP, uma glicoproteina com peso molecular ao redor de 60.000-72.000, ¢ uma
enzima extra-hepatica sintetizada nas células subendoteliais, tais como adipécitos, e
secretada aos sifios de aglo no endotélio capilar. Esta enzima encontra-se em VArios
tecidos. Exibe as seguintes caracteristicas: 1) completa inibicio com 1M de cloreto de sddio
¢ protamina; 2) depende de um co-fator - 2 apolipoproteina CII para sua atividade catalitica
{Smith et al., 1987},

0Os QM e VLDL circulantes ligam-se & enzima na parede dos capilares. A ligac8io é
exercida por uma interacfo especifica entre a apoC-II na particula da lipoproteina ea LLP.
Tem sido sugerido que a particula de VLDL contém 36 moléculas de apoC-II (Smith et al,,
1987); este ntmerc coincide com o namero de moléculas de LLP necessanas para a
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maxima hidrolise dos triglicérides contidos nesta lipoproteina, permitindo uma interacio
completa entre a enzima e o co-fator in vivo,

O confato entre 2 enzima e os triglicérides resulta na rapida produciio de 4cidos
graxos, sendo que uma pequena parte desies & transportado para a circulagio ligados a
albumina e a maioria atravessa o endotélio, penetrando na células teciduais para sua
oxidagio ou reesterificacio (Nilsson-Ehie, 1980).

O pool plasmético de wriglicérides, em condigdes fisiologicas, € mantido em niveis
constantes, enquanto hé uma grande variagio na taxa de hidrélise de triglicénides no tecido
adiposo, dependendo da entrada de substrato. A atividade da LLP é também regulada por
mecanismos hormonais, sende que a insulina e os corticdides aumentam a atividade
enzimatica, 0 ghucagon inibe-a (Nilsson-Ehle, 1980).

Apos 2 hidrdlise de triglicérides pela LLP, ha a hiberagfio de acidos graxos livres e
ghicerol. As novas particulas geradas so denominadas remanescentes de QM (Windler, et
al., 1980) e possuem um maior contetdo relativo de colesteril-éster quando comparados aos
QM presentes na linfa, uma vez que o colesteril-éster nio & substmato para a LLP (Eckel,
1989). Também nos remanescentes de quilomicrons permanecem as apo E ¢ apoB-48, que
s8o reconhecidas por receptores do figado. A lipase hepética ancorada no endotélio
sinuseidal tem agho fundamental no processamento final dos remanescentes (RM) no
espago de Disse (Santamarina—Fojo et al, 1998). Gs receptores de LDL ou B-E e a proteina
relacionada a0 receptor de LDL (LRP) possibilitam a rapida remogio destas particulas da

circulagio {Cooper et al, 1997).
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As VLDL, de onigem enddgena, s80 sintetizadas e secretadas pelo hepatdcito e seu
metabolismo € muito semethante ac dos QM, mas seu “turnover” € mais lento {(Myant,
1990). No jejum de 12 horas, os trighcéndes transportados no plasma provém quase gue
exclusivamente da sintese hepatica de VLDL, desde o aporte de &cidos graxos livres (AGL)
do plasma, ligados 2 albumina Nestz fase, a principal fonte de AGL ¢ a hidrdlise de
riglicérides no tecido adiposo, uma vez gue nfio hi QM.

Os acidos graxos empregados na sintese de triglicérides, de fosfolipides e na
esterificacio do colesterol no hepatdcito sdo derivados de: 1) sintese “de nove” a partir do
acetil-CoA produzido pela via glicolitica e degradacio de aminoacidos; 2) hidrolise de
triglicérides nos tecidos, pela lipase hormdnio sensivel como o adiposo; 3} uma proporgio
menor pela hidrolise das grandes particulas (QM e VLDL) por acdo da LLP e 4) hidrélise
intracelular de lipides que compbem remanescentes das Lps captadas pelo figado, como por
exemplo, os quilomicrons.

Wa metabolizacio das VLDL a hidrélise dos triglicéndes é fungio do tamanho das
particulas, uma vez que particulas maiores sdo secretadas com mais moléculas de apo C, o
que aumenta a interacio destas com a LLP (Gotto et al, 1986). Com a deplegio de
triglicérides, os outros componentes, fosfolipides, colestero! livre e apolipoproteinas Ce A,
sao transferidos para as HDL, formando assim os chamados remanescentes de VLDL e as
IDL, que contém apo B-100 e apo E como principais componentes apoproteicos. A maior
parte das IDLs s3o rapidamente captadas pelo figado, através dos receptores B-E g/ou LRP;
uma parte perde ainda mais seu contetdo em triglicérides, fosfolipides e apo E, devido
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tambeém a a¢do da enzima lipase hepética (LH), presente nos capilares sinusSides hepaticos.
Esta enzima além da agfo hidrolitica, tem agio ligante.

Polimorfismos da LLP, da apo-CTH ¢ da apo (E) além dos fatores ambientais {dieta,
obesidade e fumo) sio importantes determinanies da concentragio de TG (Talmud, 2001)e
das alteragdes na atividade da LLP, que temﬂpapei crucial na remocg3o destas particulas
devem entfio modular este risco (Kastelein et al, 2000). Kastelein et al (1999) observaram
que as variagles genéticas na LLP foram imporantes moduladores dos lipides e das
lipoproteinas plasmaticas.

Henderson et al (1999) mostraram que h4 menor atividade da LLP em pacientes
com DAC quando comparados aos controles e forte relacio entre LLP ¢ modificacdes nos
lipides e nas lipoproteinas plasmaticas.

Niveis aumentados das lipoproteinas ricas em TG aumentam o risco de DAC
(Goldberg et al, 2000). Isto foi observado em pacientes portadores de deficiéncia de LLP
{Chait & Brunzell, 1982).

Semelhantemente & LLP, a lipase hepéatica (peso molecular = 62500) tem um pH
otimo entre 8-9 para a hidrélise de TG. Em contraste, 2 LH n#io requer apolipoproteinas
como ativador ¢ sua atividade nfo sofre inibigio com NaCl ou protamina. Ambas as lipases
possuem a mesma composicio em aminoicidos, diferenciando-se apenas na fragio de

carboidratos de estrutura glicoproteica {Smith et al., 1987).
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A rapida hiberacio da hipase hepética pela heparina sugere uma localizagio
extracelular desta enzima. Jansen et al. (1978) demonstraram que 80% da atividade desta
enzima sio liberadas quando o tecido hepatico € perfundido com heparina in vifro.

A baixa atividade catalitica da lipase hepatica sobre as lipoproteinas in vitro e a falta
de uma correlagiio entre as atividades desta iép;ase & a concentracio de triglicérides in vivo
sugerem gue a atividade desta enzima n#o ¢ fator limitante na remocio dos triglicérides
plasmaticos. Estudo desenvolvido por Nikkild et al. (1979) monstrou que a administragio
de anticorpos contra a LH resultou em um significante actmulo de colesterol e fosfolipides
nas fragbes LDL ¢ HDL ¢, em contraste, ndo provocou quaisquer efeitos sobre os niveis de
triglicérides das diferentes lipoproteinas e/ou proteinas de LDL. Estes dados sugerem que a
principal fungio da LH ¢ a de remover colesterol e fosfolipides das LDL e HDL durante
sua passagem pelo tecido hepatico.

A LH, zo agrr scbre os triglicérides e os fosfolipides (Fielding et al ,1991),
transforma as IDLs em LDL; estas altimas possuem um “turnover” de aproximadamente
dois dias {Myant et al,, 1990). As LDL s3o captadas por receptores especificos permitindo
o fornecimento de colesterol aos tecidos responséaveis pela esteroidogénese e aos tecidos de
crescimento (Brown etal | 1988, Havel etal,, 1986, Jones etal,, 1984). Uma vez ligadas ac
receptor, as LDL sofrem endocitose e posterior hidrolise lisossomal de seus componentes
(Brown et al,, 1986). A sintese do colesterol e a dos receptores de LDL é controlada pela
concentracio intravascular de colesterol livre. Quando esta concentragdo se eleva, uma das
principais resposias regulatdénas da célula € a inibic8o da agio da enzima hidroxi-metil
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glutanil coenzima A redutase {chave na sintese de colesterol) e desses receptores (Goldstein
& Brown, 1990; Brown & Goldstein, 1997). Acims de uma determinada conceniragio
critica de colesterol intracelular este pode precipitar-se sob 2 forma de cristais e lsar a
celula (Small & Shipley, 1974; Beisiegel et al, 1998). Conforme a sintese de receptores de
LDL diminui com o aumento do colesterol intracelular, ocorre elevagiio da concentracgio de
LDL circulantes.

A maior atividade da LH leva & formagio de particulas de LDL mais densas e
menores, sendo sstas particulas associadas ao aumento no risco de DAC em irés vezes
(Zamben et al, 2001). Este dado foi confirmado por Tan et 2l {1999) quando pacientes
diabéticos mostraram maior atividade da LH e maior concentragido de LDL com aquelas
caracteristicas quando comparados aos controles.

Sich et al (1998) observaram, em pacientes com hiperalfalipoproteinemia, reduzida
atividade da LH e baixa prevaléncia de DAC,

O tamanho, a densidade e o conteido lipidico das LDL estio relacionados com a
aterogénese (Austin et al., 1986). Particulas de LDL menores ¢ mais ricas em colesterol sdo
potencialmente mais aterogénicas, pois se infiltram maijs facilmente no £spago
subendotelial (Steinberg et al,, 1989), onde sofrem modificagdes quimicas principalmente
oxidativas (Heinecke et al, 1984, Henricksen ef al, 1981, Palinski et al, 1989,
Parthasarathy et 2l.,1986) sendo entic reconhecidas por células macrofigicas, as

precursoras das c€lulas espumosas caracteristicas da lesio aterosclerdtica.
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A etapa imicial das modificacBes nas LDL é a peroxidacio de seus acidos graxos
poliinsaturados liberados dos fosfolipides. Uma vez iniciada, a peroxidacio lipidica
propaga-se rapidamente, causando mclusive a degradacio da apoB-100. Com isso, novos
epitopos na apoB-100 sfo expostos, sendo especificamente reconhecidos pelos receptores

macrofagicos (Steinbrecher et al., 1984).

A modificagio oxadativa da LD parece ocorer em dois estigios (Brown &
Goldstein, 1990): o primeiro ocorre no espago subendotelial antes que 0s mondcitos sejam
ativados e resulia na oxidac8c dos lipides da LDL, com pequena alteraciio na apo B (1LDL
minimamente oxidada - MM-LDL-0OX); nesta primeira fase, 2 MM-LDL-OX induz a
produgio, pelas células endoteliais, de potentes ativadores dos mondcitos, como a proteina
quimiotaxica para monodcitos (MPC-1} {Cushing et al, 1990), o fator estimulador das
colbnias de mondcitos {M-CSF) {(Rajavashisth et al, 1990) e ¢ fator de crescimento
oncogénico{ GRO-KC), os quais estimulam o crescimento e a diferenciacio dos mondcitos
e macrofagos (Jialal, 2000). Portanto, LDL-oxidadas, além de transformarem macréfagos
em células espumosas, aumentam a ades8o, ativagdo ¢ migracio dos mondéeitos {Cushing,

et al, 1990).

0 segundo estagio tem inicio quando os mondcitos sio ativados ¢ convertidos em
macrofagos, que contribuem com sua grande capacidade oxidativa. Nesse estigio, os
lipides da LDL sio adicionalmente oxidados e a fracio protéica (apo B-100) também ¢ é.
Essas LDL altamente oxidadas (L.LDL-OX) deixam de ser reconhecidas pelos receptores

classicos de LDL, porém sfic reconhecidas pelos receptores de LDL acetilado efou
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receptores de LDL oxidado (Berliner et al, 1995}, que ndo sfo regulados pelo contetido

celular de colesterol

A modificagio oxidativa da LIDL leva 3 exposicdo de novos epitopos reconheciveis
por anticorpos produzidos por imunizagio ativa ou entdo presentes na forma de
autoanticorpos ant-LDL oxidada (anti-LDLo;.sg} (Salonen et al, 1992; Bui et al, 1996).
Anticorpos anti LDL-oxidada tem sido encontrados no soro {(Shoji et al, 2000; van de
Vijver, 1996). Nio esti estabelecido se a resposta imune para a LDL-ox € anti ou pré-
aterogénica iz vivo, porém Shoji et al (2000) mostraram que a presenca de anticorpos anti
LIDL-ox ¢ fator de risco em pacientes com DAC.

As HDL podem origimar-se no figado, intestino ¢ das lipoproteinas ticas em
tniglicérides.

Quando quilomicrons e VLDL perdem trighcérides, pela ac3o da lipoproteina lipase
{Deckelbaum, 1986), ocorre uma diminuigic da particula e desta forma, componentes de
superficie, como colesterol livre, fosfolipides e apolipoproteinas sio liberados formando
macroagregados moleculares de forma discoidal. Estes precursores das HDL plasmaticas,
as pre-beta HDL constituem 14% da HDL plasmatica {Windler et al, 1980). A formacio de
particulas discéides s6 ¢ demonstrada in vitro e em perfusio de figado isolado. As pré-beta
HDL podem ser regeneradas por trés processos: pela agdo combinada da CETP e da lipase
hepatica; como resuliade da captagiio do CE e CL das HDL maduras pelos receptores
scavenger SRB-L; como um produto da lipélise das particulas ricas em TG secretadas pelo

figado ou intestino delgado (Bruce et al, 1998).
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As HDL no plasma podem ser divididas em duas subclasses pnincipals com
mobilidade eletroforética alfa: 3 HDL, e a HDL;. (De Lalla et al, 1954). As duas subclasses
de lipoproteinas sdo consideradas anti-aterogéncias, principalmente no que diz respesto &
HDL,. Miller et 21 {1981} demonstraram gue ha uma maior associagdo entre a aterosclerose
e menores niveis de HDL, do que niveis de HDL;. O mesmo pdde ser observado por
Ballantyne et al {1982) ao demonsirar que a HDL,, mas ndc a HDL;, era reduzida em
individuos infartados, quando comparados acs controles.

No plasma, as pré-beta HDL rapidamente modificam sua forma, que passam de
discoidal para esfénica, por aumento do conteldo de colesterol esterificado no seu interior,
transformando-se em HDL; (Dobiasova, 1983). Esse processo € mediado pela lecitina
colesterol acil transferase (LCAT) secretada pelo figado, presente nas HDL e ativada pela
apolipoproteina A-I. Esta enzima ¢ responsave! pela esterificagdo do colesterol livre
presente na superficie das HDL; (Ginsberg et al,, 1991}, e controla indiretamente os niveis
de colesterol livre e estenficado em varias células e tecidos.

A LCAT possui varnas fungles no sistema de interconversSes dos lipides e das
lipoproteinas plasméticas. Na circulagfo, esta enzima esta associada predominantemente 2
grupos heterogéneos de lipoproteinas de aita densidade, particularmente com as subfragSes
menores de HDL, as quais sfo simultaneamente substratos e reguladores da atividade da
LCAT (Eisenberg et al., 1984).

Cerca de 50% da enzima estd presente entre d=1,063-1,210 g/mL, a0 passo que na
d =1,210 g/ml. ha aproxamadamente 35%. Apenas uma pequena porcentagem da LCAT
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ativa (21%) estd associada com & fragio LDL e a fragio VLDL nio exibe gualquer
atividade de LCAT (Dobiasova, 1983},

A pnncipal reagio molecular catalisada pela LCAT ¢ a transferéncia de um acido
graxo da posicio 2 da fosfatidilcolina, presente na superficie das HDL para a posigdo 3-
beta-hidroxila colesterol livie. Este por sua vez deixa a interface com o meio aguoso e €
incorporado ao nficlec hidrofdbico das HDL.

A LCAT ¢ secretada pelas células hepéticas junto com as DL discoidais nascentes
e participa ativamente de seu processo de maturacio no plasma através da troca de
colesterol livre por colesterol éster, provocando modificacdes no volume e na forma das
HDL.

Esta enzima, além de estabilizar o tamanho e a forma das lipoproteinas, através de
uma continua troca de lipides e apoproteinas entre s1, a fim de manter o balanco entre o
colesterol livie e o colesterol-éster, também cria um gradiente necessario para a
transferéncia de colesterol livre para o plasma e ac mesmo tempo a transferéncia de
colesterol-éster para os tecidos como o hepatico e o esteroidogénico, através de receptores
scavenger classe B, tipo I (SR-BI), promovendo a captacio direta da HDL, sem a
necessidade da incorporagio e degradacio da particula (Trigatti et al, 2000). Nos tecidos, o
colesterol-éster ¢ hidrolisado e o colesterol livre pode ser utilizado como precursor de
diversas substincias ¢/ou estruturas das membranas celulares.

As consequéncias fisiolégicas da reacfio de esterificacio do colesterol catalisada
pela LCAT sfo dramaticamente ilustradas pelas alteragBes patolégicas encontradas em
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casos em gue hi deficiéneia de LCAT (Jonas, 1991). Por exemplo, em pacientes com
deficiéncia de LCAT, os niveis de colesterol livre no plasma sio elevados, as HDL
permanecem na forma discoidal e os eritréeitos possuern membranas anormais pelo excesso
de colesterol. Além disso, estes pacientes mostram uma predisposigio & aterosclerose
prematura e acumulo de colestero! livre em varios tecidos (Jonas, 1991).

Com ¢ aumento do conteldo de colesteni-éster, as HDL; vBo se tomando menos
densas e transformando-se em HDL, que transferem colesteril-éster ao figado (Kostner et
al, 1987). A aclio da LCAT € muito mmportante, pols permite que as HDL recebam
progressivamente mais colesterol livre e fosfolipides de outras lipoproteinas ou de
membranas celulares. Para tanto, o colesterol esterificado das HDI., € transferido para as
lipoproteinas ricas em triglicérides, sendo esta troca feita com os triglicérides (Tall et al,,
19862a). Este processo de transferéncia, mediado na sua Gltima etapa pela proteina de
transferéncia de colesteril-éster (CETP), que promove as trocas lipidicas (Chajek et
al.,1978;Tall, 1986b), é conhecido como transporte reverso de colestero! e € definido como
o processo através do qual o colesterol retoma dos tecidos periféricos para o figado, onde é
excretado na bile ou armazenado pelas células como éster ou € parte de membranas como
colesterol livre.

A CETP ¢ uma glicoproteina de alto peso molecular {74000), altamente hidrofébica
¢ estavel ao calor. A capacidade desta proteina de redistribuir os lipides entre as diferentes

particulas de lipoproteinas tem importante papel na remodelacio destas lipoproteinas

{Lagrost, 1994}
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A CETP se distribui entre as lipoproteinas na seguinte proporgio; 74% estd
associada 2 HDL; 24% a LDL; 4% & VLDL e apenas 1% na forma livre {Nishida et al,
1993).

A interagio da CETP com as lipoproteinas, que constitui o primeiro evento da
reaciio de transferneia de colesteril-éster € de natureza eletrostitica. A formacio do
complexo lipoproteina-CETP poderia ser mediado por uma interacio eletrostatica entre o3
grupos de cargas positivas da CETP, & o grupo de cargas negativas dos componentes de
superficie das lipoproteinas como, por exemplo, o grupo fosfato dos fosfolipides, grupo
carboxilico dos 4cidos graxos livres ou das moléculas de apolipoproteinas, induzindo uma
alteragio conformacional na CETP, que exporia um sitio especifico de ligagiio com um
lipide apolar (Nishida et al, 1993). No segundo evento, uma molécula de lipide apolar
poderia ser trocada por uma molécula de éster de colesterol ou triacilglicero! inseridos entre
cadeias acil de fosfolipides. Duas teorias sugerem que: 1) 2 CETP poderia atuar como uma
langadeira, transportando colesterol esterificado e triacilglicer6is entre as lipoproteinas
(Barter et al., 1980) oy; 2) a CETP mediaria a formacio de um complexo temario de
colisdo envolvendo a lipoproteina doadora, a prépria CETP e s lipoproteina aceptora (IHN
etal, 1982).

As consequéncias metabélicas da alta ou baixa atividade da CETP foram propostas
por Barter et al.(1994). Quando a atividade plasmitica de CETP é baixa menos colesteril-
éster torna-se disponivel para as lipoproteinas gue contém apo-B e a concentragio de
colesteril-éster das HDL,, consequentemente, aumenta, O transporte reverso de colesterol
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pela via direta levana a um aumento da remocio do colesteril-éster (Bisgaier etal, 1991}
14 que apos 2 hidrohise de triglicérides e fosfolipides das HDL; pela lipase hepética, ocomre
a difus&o de colestenl-éster de HDL; pela membrana do hepatdcito, através de receptores
scavenger classe B, tipo 1 (SR-BI) (Trigatti et al, 2000; Busch et al,, 1994; Clay et al,
1991; Blades et al,, 1993).

Quando a atvidade da CETP estd elevada, ocorre um aumento da transferéncia de
colesteril-éster das HIDL para as lipoproteinas de baixa densidade com consequente
aumento da captagiic de colesterol éster pelo figado .

A relagic entre a CETP ¢ aterogénese ¢ ainda controvertida. A via direta do
transporte reverso de colesterol tem sido sugerida como um mecanismo anti-aterogénico
por remover colesteril-éster, presente nas HDL, diretamente pelo figado. Porém, estudos
sugerem gue este caminho contribui com pouco mais de 10% para o clearance do colesterol
corpdreo (Myant, 1981; Marcel et al,, 1980). J4 a via indireta tem interpretacio ambigua:
anti-aterogénica, uma vez gque estas lipoproteinas sdo reconhecidamente removidas da
circulagio por receptores hepaticos especificos (Dullaart et al, 1991, Brown et al., 1988;
Havel et al., 1982) e aterogénica por promover transferéncia de colesteril-éster em direcgo
as VLDL e LDL e particulas remanescentes, que sdo capazes de depositar colesterol na
parede arterial (Dullaart et al,1991; Patsch et al,, 1983; Zilversmit et al., 1979).

Durante o processo de transferéncia do colesteril-éster para as lipoproteinas de baixa
densidade em troca de triglicérides, na circulacio hepatica, estes ultimos juntamente com 0s
fosfolipides da HDL; , sic hidrolisados pela lipase hepatica, provocando modificagio na
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composigio e aumento da proporgio da massa de proteina em reiagio aos lpides. Ao final
desta etapa metabdlica forma-se a HDL; que, a0 retornar aos tecidos extra-hepaticos,
reinicia o ciclo de captaciio do colesterol.

Varios fatores modulam a atividade da CETP, incluindo a sua massa {Tall, 1995), as
concentragdes de VLDL (McPherson et al, 1991} e 2 composigio quimica dos substratos
das lipoproteinas (Mann e al, 1991). Além desses fatores, a proteina inibidora da
transferéncia de lipides (LTIP) modifica o padrio do fluxo de lipides entre as lipoproteinas
mediado pela CETP, através da inibigio da reagio de transferéncia de lipides envolvendo a
LBL. (Morton & Greene, 1997).

A LTiP ou apolipoproteina F é uma glicoproteina com peso molecular de
aproximadamente 30.000 ¢ foi descrita pela primeira vez em 1981 (Morton & Zilversmit,
1981). Como a CETP, a LTIP parece ser uma proteina ativa na superficie lipidica; ela nio
se altera com as concentragdes de CETP, mas & inversamente relacionada com as
concentragdes de lipoproteinas. A LTIP reside quase que exclusivamente na LDL (Morton
& Greene, 1997).

Em individuos controles, a LTIP esti associada negativamente com a taxa de
transferéncia de lipides entre VLDL e LDL e com o tamanho da particula de HDL (Morton
& Steinbrunmner, 1993). A adicio de LTIP exdgena no plasma leva 2 uma reducio na
participagio da LDL nos eventos da transferéncia de lipides e um aumento no efluxo de
colesterii-éster da HDL para VLDL, tornando 2 HDL excelente substrato para a LCAT

{Morton & Greene, 1994).
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A associacio da CETP e LTIP é fortemente influenciada pela variagiio na
composicio da superficie das lipoproteinas. Enquanto que a atividade da CETP €
estimulada pelo aumento do conteude de AGL, a atividade da LTIP ¢ mibida. Em
condicdes fisiologicas, porém em altos niveis, os AGL inibem z atividade da LTIP
sugerindo que 2 aftividade desia proteina sofre vaniacdes de acordo com os diferentes
estados metabdlicos (Morton, 1999). Pacientes com sindrome nefrotica mostraram
inativacio da LTIP e altos niveis de AGL (Braschi etal, 1997).

A proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP), facilita o transporte de
fosfolipides das lipoproteinas de baixa densidade para as HDL durante a lipdlise. Age
conjuntamente com a CETP, uma vez que HDL ricas em fosfolipides parecem ser
excelentes subsiratos para a atuagio da CETP. Recentes estudos in vifro sugerem que esta
proteina pode estar envolvida na regulacfo do tamanho da particula de HDL (Dullaart et al.,
1994a). Quanto & PLTP, Van Tol (1997) sugere que 2 insulina estd de alguma forma
envolvida na regulagio desta proteina in vivo . Dullaart etal {1994 a e b) mostraram que a
PLTP cormrelacionou-se positivamente com colesterol e inglicénides de VLDL ¢ LDL,
sugerindo uma ligacio entre o metabolismo de lipoproteinas que contém apo-B e a PLTP.

Recentemente Van Haperen et al {2000) mostraram que a PLTP agiu como fator
anti-aterogénico, prevenindo um aumento excessivo de colesterol celular através da geracio
de pre-beta-HDL.

QOutra lipoproteina importante, denominada lipoproteina (a), ou Lp{a}, descoberta ha
3 décadas, tem estrutura muito similar 8 LDL quanto 4 sua composicio proteics e lipidica;
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possui uma apoproteina rica em carboidratos e altamente hidrofobica denominada 2po {a).
A Lp(a) possui propriedades fisicas e quimicas peculiares e diferentemente de outras
lipoproteinas plasméticas, nfo pode ser classificada através da separacdo por
ultracentrifugacio e eletroforese, pois sua mobilidade eletroforética é similar 2 VLDL ao
passo que na ultracentrifugacio sua densidade estende entre 1,000-1,210 mg/dL. {Albers et
al, 1975; Gaubatz et al, 1983; Fless et al, 1984).

Estudos t8m demonstrado que altas concentrages de Lp (3) estio associadas a umn
aumento no nsco de DAC. Embora os mecanismos envolvidos na aterogenicidade ou
trombogenicidade da Lp(a) ndo sejam ainda totalmente esclarecidos, numerosos estudos
metabdlicos, estruturais e genéticos t8m sido desenvolvidos.

Em os valores recomendados para os niveis de lipides e lipoproteinas plasméticas
foram revistos pelo The National Cholesterol Education Program (NCEP): colesterol total <
200 mg/dl; LDL < 100 mg/dL (6timo) e entre 100-129 mg/dL (bom); HDL > 40 mg/dL e

triglicérides < 150 mg/L.

1.4. LIPOPROTEINAS MODIFICADAS E TABAGISMO
Em fumantes, a oxidagio de componentes plasmaticos das lipoproteinas,
especialmente lipides de LDL tem sido atribuida & presenca de radicais livres na circulagio

{Sanderson et al, 1995; Harats et al., 1989,
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A incubagfo das LDL com extrato aquoso do cigarro leva a variagBes na mobilidade
eletroforética de LDL, extensiva fragmentacio de apo-B e aumento da captacio de LDL
por macréfagos (Loo, 1995). Dados na literatura sfo bem conflitantes ao que se diz respeito
a0 uso do cigarro e niveis de anticorpos anti-LDL-oxidada (anti OX-LDL).

A reatividade do acido tiobarbitarico (TBA) foi medida também em fumantes e nfo
fumantes antes © apos a oxidacio de LDL. Harats et al {1989) e Scheffer et al (1990 nio
observaram diferengas nas substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) em LDL
recém-isoladas entre 0s dois grupos. Entretanto, as amostras de LDL oxidadas no grupo de
fumantes desenvolveram duas vezes mais TBARS quando comparados 20s nio fumantes,
sugerindo gue o cigarro leva 2 uma LDL plasmatica mais susceptivel 2 modificacdes
peroxidativas.

Lentz et al. (1974) e Scheffer et al {1990) também observaram aumento nos niveis
de TBARS em macrofagos alveolares pulmonares de coelhos expostos ao extrato aquoso
filtrado do cigarro.

A peroxidacfo lipidica, medida através da reatividade do icido tiobarbitfrico
(TBARS) ndo se mostrou diferente entre 20 fumantes e 20 nio fumantes, entre 17 e 40 anos
{Leonard et al, 1995). Tais resultados estio de acordo com Siekmeir et al (1996) que a0
estudar fumantes e ndo fumantes, ndo observaram quaisquer diferengas entre 0s grupos.

Shogi et al (2000), Marangon et al (1997) e Boullier et al {1995) ndo encontraram

variacio nos nivels plasmaticos de anti OX-LDL em individuos fumantes e saudaveis, e
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o mesmo resuliado pdde ser observado no trabalho de Lehtimaki et al (1999} porém no
grupo de fumantes com DAC, os niveis de anti OX-LDL mostraram-se elevados,

Hoogerbrugge et al (1998) ndo observaram variagdo nos niveis plasméticos de anti
GX-L.DL em mulheres fumantes quando comparadas com n3o fumantes.

Por outro lado, Liu et al (2000}, Fick! et al (1996) e van Tiis et al {2001} cbservaram
maiores niveis de anti-OX-LDL em fumantes quando comparados aos controles; Heitzer ot
al (1999}, estudando individuos fumantes encontraram maiores conceniragdes de anti 0X-
LDL.

Scanlon et al (1996) encontraram depésitos de epitopos de LDL oxidada em aortas

de jovens fumantes.

1.5. LIPASES, ACIDOS GRAX0S LIVRES E TABAGISMO

O eferto do fumo sobre as atividades da LLP tem sido motivo de varios estudos na
literatura. Brunzell et al. (1980) demonstraram em fumantes {(n=10), que a atividade da LLP
1o tecido adiposo estava aumentada em 52% em relaglio aos nio fumantes. Chajeck-Shaul
et al{1990), estudando um grupo de 17 fumantes, também descreveram aumento da
atividade de LLP em tecido adiposo. Em ambos os estudos os individuos estavam em jgjum
de 12 horas. Blache et al. (1992) encontraram aumento da atividade plasmaética da LLP em
12 fumantes inveterados jovens, sob o efeito agudo do fumo (1 cigarro), quando comparado
ao seu efeito crénico. Entretanto, Camey et al. {1984} ¢ Eckel et al (1984) no encontraram
qualsquer vanagdo na atividade desta enzima em fumantes quando comparados a nfiio
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fumantes. Quensel et al. {1989), utilizando administragfo de nicotina em nio fumantes
(2mg, oito vezes ao dia, durante duas semanas), no encontraram variaglo da atividade da
LLP.

Axelsen et al {1993) encontraram que os fumantes, comparados ao controles, tinham
niveis de TG pos-prandial 30% mass altos sem épresem;arem diferencas no jejum, sugerindo
uma prejudicada capacidade de remogfio lipolitica neste grupo. Entretanto dados mais
recentes {Zaratin et al, 2001) nfo demonstraram variagio na concentragio de TG em
normolipidémicos fumantes.

A atividade da lipase hepatica em fumantes tem sido menos estudada em fumantes
do que a LLP. Moriguchi et al. (1990} observaram aumento na atividade plasmatica desta
enzima em fumantes quando comparados aos nio fumantes.

Freeman et al (1998) encontraram menor atividade da lipoproteina lipase periférica,
mas nio da hepatica, em fumantes jovens quando comparados aos nfo fumantes. J&
Eliasson et al {1997) ao estudar fumantes e nfo fumantes mostraram resultados bem
diferentes: lipase hepatica aumentada nos fumantes, menores niveis de HDL-col e
semelhantes niveis na atividade da lipase periférica entre os dois grupes, sugerindo que
estas enzimas estariam contribuindo para a captacio e remogio desta lipoproteina.

O fumo e a injeciic de nicotina intravenosa provocam aumento da lipdlise
secundariamente ao estimulo simpéatico, levando a um aumenio plasmatico de AGL (Mjos,

1988).
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Targher et al (1997) mostraram aumento significativo nes niveis de AGL em
furnantes diabéticos nfio insulino dependentes quando comparados zo0s nfo fumantes,

Hellerstein et al (1994} a0 estudarem o efeito do fumo e sua cessacgio em fumantes,
mostraram gue 0 Cigarro provocou um aumento no fluxo de AGL plasmaticos em 77%
{p<0.02) quando comparado ao periodo de abstinéncia. Blache et al (1992) estudaram o
efeito agudo do famo, ou seja, antes de fumar e 10 minutos apos o uso de 1 ciganmo e
observararn aumento significativo nos niveis de AGL no periodo pos-fumo. Estes dados
diferem de Davis et al (1979), pois estes nio observaram quassquer diferencas na

concentragio de AGL sob o efeito agudo do fumo, {(apos o uso de 2 cigarros).

1.6. ESTERIFICACAO DO COLESTERQL LIVRE PLASMATICO E TABAGISMO

A resposta da atividade da LCAT em fumantes é motivo de controveérsia na
literatura. De Parscau et al. (1986) observaram menores niveis plasmaticos de apoA-l e
maiores niveis de apo-B e ape-E em fumantes quando comparados a nio fumantes.
Observaram também tendéncia 3 menor atividade da LCAT neste grupo de individuos; em
ambos 0s grupos, os voluntarios eram nomelipidémicos, normoglicémicos e possuiam
excelente saude fisica. Estes autores sugerem que estas modificagdes poderiam explicar a
alta incidéncia da doenga arterial coronariana em fumantes.

Haffner et al (1985) e Freeman et al (1 998) observaram menor atividade desta
enzima no grupo de fumantes quando comparados aos nic fumantes e McCall et al {1994}
encontraram inibigio da LCAT em voluntirios ndo fumantes expostos a fase gasosa do
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cigarro. Esta alteragio adversa ¢ provavelmente mediada por radicais livies e/ou aldeidos
reativos {(por ex.. acetaldeido, acroleina, formaldeido) gerados durante a combusifo do
Cgatro,

J4 Dullaart et al. (1994), estudande 21 individuos fumantes e 21 ndo fumantes,
ambos normolipidémicos, nfo observaram variacfo na atividade desta enzima entre os
grupos. Tambeém Mero et al (1998), ¢ Hojnacki et al {(1986) demonstaram nivels
semelhantes de LCAT, porém este Gltimo grupe de pesquisadores fez seu estudo em

macacos submetidos ao tratamento de nicotina (6mg/Kg/dia) por um periodo de 2 anos.

1.7. TRANSFERENCIA DE COLESTERIL ESTERES (CETP) E DE
FOSFOLIPIDES (PLTP) ENTRE AS LIPOPROTEINAS PLASMATICAS,
PROTEINA INIBIDORA DA TRANSFERENCIA DE LIPIDES, NIVEIS
PLASMATICOS DE FOSFOLIPIDES E TABAGISMO

Poucos estudos sobre CETP sfio descritos em fumantes: Freeman et al (1998) néc
encontraram diferengas entre os grupos guanio 2 atividade da CETP e De Parscau et al.
(1986) demonstraram que, em individuos fumantes, a atividade da CETP tendeu a ser
menor e a relagio CETP/LCAT significativamente menor, quando comparados a nio
fumantes.

J& Dullaart et al {1991), estudando pacientes diabéticos insulino-dependentes

fumantes e ndo fumantes, observaram maior atividade da CETP no grupe de fumantes. Este
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mesmo resultado foi também observado em individuos normolipidémicos fumantes e nio
fumantes, utilizando métodos analiticos similares (Dullaart et al, 1954},

Us mecanismos provaveis pelo aumento da atividade da CETP em fumantes nio
estio totalmente esclarecidos, mas supde-se que estejam relacionados nio apenas 2 um
aumento da massa de CETP, mas também a uma diminuicio da atividade de um possivel
inibidor (Nishida et al, 1989},

Estes achados sfo diferentes dos observados por Mero et al {1998}, que mostraram
ativédade de CETP estatisticamente menor em fumantes, quando comparados 2 nio
fumantes. Ambos o0s grapos consistiam de homens normolipidémicos sauddveis. Freeman
et al (1993) também demonstraram menores niveis da atividade da CETP em fumantes,
porém seu grupo era bastante heterogéneo, uma vez que homens e mulheres e até mesmo
obesos foram incluidos.

A atividade da PLTP em fumantes foi estudada por Dullaart et al {1994a) que
encontrou maior atividade desta nos fumantes, quando comparados aos controles.

Ja Mero et al (1998) ndo demonstrou diferengas na atividade da PLTP em fumantes
e nio fumantes no periodo de jejum.

A relaclo entre os niveis plasmaticos de fosfolipides e o fumo foi estudado por
Stubbe et al (1982), que demonstraram que a cessagiio do cigarro provocou aumento na
concentracio de HDL-FL,

Latha et al (1993) observaram aumento nos niveis séricos de fosfolipides apés a
administragdo de nicotina em ratos. Marangon et al (1997), a0 estudarem a relacio entre o
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fumo, o processo oxidalivo e os niveis plasmaticos das lipoproteinas, observaram maiores
niveis de fosfolipides na fracio VLDL em mulheres fumantes gquando comparmadas as nfo
fumantes.

(Gnasso et al (1984) estudaram o efeito agudo do fumo em 12 homens fumantes ¢
demonstraram uma redugdo na concentragio de fosfolipides de HDL; em 2/3 ap6s o uso de
2 cigarros. O mesmo pdde ser observado por Wallentin et al {1986) que demonstraram uma
reducio nos niveis de HDL, e HDLs-fosfolipides em homens com doenca arterial
coronariana comparados a coniroles sadios, independentemente do hébito de fumar.

T4 Cuvelier et al (1985) demonstraram que, em um grupo de 2000 veluntarios entre
4 ¢ 70 anos, o uso do cigarro nio influenciou nos niveis plasmaticos de fosfolipides.
1.8.SUBFRACOES DE HDL E TABAGISMO

Mjos {1988) mostraram menores niveis de colesterol nas subfraces 2 ¢ 3 da HDL
em individuos que fumavam ha mais de 10 anos. Razay & Heaton {1995) mostraram queda
de 16% nos niveis de colesterol de HDL, em mutheres furnantes guando comparadas s nfio
fumantes.

Ito et al {1995) mostraram menores niveis de colesterol de HDL, e HDIL; em
fumantes quando comparados aos controles. Moriguchi et al (1990) mostraram que o
cigarro levou a uma reducfio na concentragio de colesterol de HDL, mas ndo de HDL;, em
uma populagio de pacientes com infarto agudo do miocardio, sugerindo que esta diferenca

foi causada pela menor atividade da LH e da relacio LCAT/LH encontradas neste grupo.
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Eliasson et al (1983) nio observaram diferengas na concentragio das subfragdes de
HDL em fumantes quando comparados aos controles, porém apos a ingestio de urma dieta
rica em gordum, os niveis de HDLycol e HDL,/HDL, aumentaram apenas nos ndo
fumantes, sugerindo que fumantes possuem uma lipélise pés-prandial prejudicada.

Por outro lado, Zaratin et al (2001) mostraram maiores niveis de fosfolipides de

HDIL, em fumantes, bem como maior lipdlise neste grapo.

1.9, LIPOPROTEINA (2) E TABAGISMO

No que se refere 4 Lp(a), Ishikawa et al (1999) encontraram correlagio positiva
entre o fumo ¢ a concentragdo de Lp(a) em homens e mulheres entre 39-70 anos.

Entretanio Freeman et al {(1993), Sanz et al (1996} e Chien et al (1999) ndo
observaram quaisquer efeitos do fumo sobre os niveis de Lpf{a}

Por outro lade, Serrano et al {2000) mostraram que a propor¢io de Lp (a) acima de

30 mg/dL. em pacientes nic fumantes com DAC foi quase que o dobro em relaciio aos

fumantes.
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2. OBJETIVOS

O tabagismo pode provocar modificacdes nas concentragbes e/ou na composicio
dos lipides plasmaticos. As dislipidemnias sfo um dos mais importantes fatores de risco para
o desenvolvimento da aterosclerose & ¢ metabolismo de lipides e lipoproteinas plasmaticas
tém sido intensamente estudado em famantes

Para melhor conhecimento da acio do fumo sobre o metabolismo das lipoproteinas

plasmaticas realizamos estudos em tabagistas para;

1- avaliar os efertos do fumo sobre as proteinas que participam do transporte reverso de
colesterol a saber: lipoproteina lipase (LLP), lipase hepéatica (LH), lecitina:colesterol
acil transferase (LCAT), proteina de transferéncia de colesteri] éster (CETP), proteina
de transferéncia de fosfolipides (PLTP) e proteina inibidora da transferéneia de lipides

(LTIP).

2~ avaliar os efeitos deo fumo sobre a composicdo das subfragiies HDL, ¢ HDL, das

lipoproteinas de alta densidade, lipoproteinas chave no transporte reverso de colesterol

3- avaliar os efeitos do fumo sobre a oxidabilidade de lipoproteinas de baixa densidade e

sobre a formacio de autoanticorpos contra lipoproteinas de baixa densidade oxidadas

42



MATERIAIS £ METODOS

MATERIAIS E METODOS



MATERIAIS E METODOS

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. DESENHG EXPERIMENTAL

FLUXOGRAMA DOS PROCEDIMENTOS UTILIZADOS

“‘i Selecdo h
E 12 Fumantes ? 14 Controles

107
Coleta de sangue e TEGEC miravenosa |
' de heparina
I (100UTKg peso)
Col/ TG
cotinina AGL/ FL LCAT
glicose HDL-col CETP LLP
_ HDL,/HDL, LH
msghnaﬁ . APO AT PLTP
fibrinog™ APO B-100 LTIP
Lp(a)

Foram estudados 96 voluntirios, fumantes e controles, funcionarios, alunos e
pessoas por estes indicados, adultos, de ambos os sexos, nommolipidémicos, com indice de
massa corporea dentro dos limites de referéncia e de classe econdmica homogénea. Os
participantes foram previamente selecionados apés exame clinico no Ambulatério de
Dislipidemias do Departamento de Patologia Clinica — Unicamp, incluindo medidas do
indice de massa corpdrea e relaclic cintura/quadril Os exames laboratoriais foram

realizados nos Servigos de Bioquimica Clinica e Hematologia - HC-Unicamp. Os
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participantes assinaram o consentimento pos-informado, aceito pelo Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Meédicas da Unicamp. O grupo de fumantes era composto por
individuos com habito moderado, minime de 10 cigarros/dia e, os nfo fumantes por aqueles
que nunca famaram.

Os voluntarios foram divididos em dois sub-grupes:
1) No sub-grupo 1, 15 fumantes (F) e 14 controles (C) , do sexo masculino. Neste sub-
grupo foram determinadas as concentraces plasmaticas de: cotinina, dcidos graxos livres,
fosfolipides, VLDL-col, LDL-col, HDL-co! assim como a composigio das subfraghes de
HDL (colesterol, tnghcénides e fosfolipides) e glicose, insulina, e fibrinogénio. As
atividades da LLP, LH, L.CAT, CETE, PLLTP ¢ LTIP ¢ a massa de CETP também foram
guantificadas.
2) No sub-grupo 2, 31 fumantes e 36 controles participaram do protocolo (46% do sexo
masculino e 54% do sexo feminino). Medidas de TBARS (substincias reativas ao acido
tiobarbitlirico) € anticorpos anti LDL oxidada foram realizadas.
Os resultados obtidos nestes sub-grupos geraram os trabalhos 1 e 2 mostrados a partir da

pagina 53,

3.2. ATIVIDADES DA LIPOPROTEINA LIPASE E LIPASE HEPATICA

As atividades de LLLP e LH foram medidas pela hidrdlise de substrato artificial de
trioleina triciada, segundo Enholm (1986). Preparou-se 2,5 mL de uma emulsioc contendo
trioleina marcada com {3H} [(9,10 *H (N}- trioleina, atividade especifica de 26,8 Ci/mmol,
(NEN) trioleina fria (Sigma, St Louis, MO, EUA) estabilizada com soluciio de goma
aradbica 2 5% (Sigma, St Louis, MO. Parz inibicio da atividade da LPL foi utilizada uma
solugio de 1 M NaCl A emulsZo foi entfio seca sob nitrogénio apbs a adicio de heptano,

Fr-4
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sonicada em pulsos alternados, 8x30 segundos em sonicador Branson Cell Disruptor,
modelo 450, com ponta de titnio de 1 om de diametro {Branson Sonifier, Danbury, EUA).

Adicionou-se a0 final da sonicacio, 1mL de albumina bovina sérica 10% como
quelante de acidos graxos livres.

As analises da atividade das lipases total e hepatica foram feitas em duplicata. Para
determinagio da lipase total foram adicionados aos tubos iris HCL, pH 85 e para a
determinagfo da lipase hepética adicisnoﬁmse NaCl2M para inibigéo da lipoproteina lipase.

Apds 60 minutos, a reaglio fo1 interrompida com a adigio da mistura extratora de
metanol/ cloroformio/heptano ¢ K,CO+H:RBO. Do sobrenadante da extragio lipidica, foi
retirada uma aliquota para contagem de radioatividade em contador de cintilagio Houida
Beckman modelo L8-5000.

As atividades da lipase total e LH e foram expressas pela quantidade de Acidos
graxos livres liberados por hora, por mL de plasma, utilizando-se 2 equagio:

dpm amostra - dpm brance

x2,5x100
406 dpm/nmol AGL

A atividade da lipoproteina lipase foi calculada pela diferenca entre 2 atividade da

lipase total e a atividade da lipase hepatica.

3.3. ATIVIDADE DA LECITINA COLESTEROL ACTIL TRANSFERASE {(LCAT)

A atividade da enzima lecitina:colesterol acil transferase (LCAT) foi determinada
através da medida de esterificacio do colesterol livre radioativo nas HDL Para tanto, foram
feitas duas medidas de esterificacdo (30 minutos e 24 horas}. As HDL foram incubadas em
banho-maria (37°C) & o processo interrompido por armazenamento 2 4°C. Na primeira

meubacio determina-se a capacidade de esterificaglio e na segunda obtém-se a quantidade
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maxima de [colestervl4-"*C] oleato formado. Ao final de cada tempo, aliquotas em
triplicata das HDL foram obtidas pars a medida direta de radioatividade, e sliguotas
também em triplicata foram utilizadas para a separagiio das fragdes de colesterol livre ¢
éster, através de cromatografia de camada delgada (CCD) sobre silica gel H. A separacgio
foi feita em sistema contendo hexano:éter etilicoacido acético (70:30:1 }{volvolvol) e as
placas reveladas em cimara contendo iodo sublimado. As radicatividades das bandas de
colesterol livre e éster foram determinadas em contador de cintilagiio liguida {(Beckman,
modslo LS 6000 TA, Palo Alto, CA, USA).

A taxa percentual de estenficacio do colesterol de HDL foi caloulada através da
seguinte formula: CE

e % 100
CL+CE

onde CE = dpm de colesteril-éster; CL = dpm de colesterol livre,

3.4. ATIVIDADE DA PROTEINA DE TRANSFERENCIA DE COLESTERIL-
ESTER (CETP)

Os ensaios de medida da atividade endbégena da CETP foram feitos utilizando-se
lipoproteinas de baixa densidade de voluntarios e incubando-as com HDL previamente
marcada, com seus respectivos plasmas. A HDL foi obtida a partir de um volume de 4-5mL
de plasma (10pL de EDTA 10%/mi. de sangue), por ultracentrifugaciio preparativa
sequencial (De Lalla et al | 1954) em ultracentrifuga Beckman modelo L5-75B, Palo Alto,
CA, utilizando-se rotor 50.3 Tia 10°C 2 40.000 g.

As HDL foram marcadas através da transferéncia de 4-14C~co}es‘§em}, de discos de
pape! de filtro para as hpoproteinas. Cada disco de papel apresentando radiocatividade da

ordem de 10° desintegragdes por minuto {dpm) foi mantido 2 -20°C até o momento das
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analises. Foram adicionadas aliquotas de solugio tampdo (Tris, 10mmol/l NaCl 150
mmol/L; EDTA 0,01%; NaN; 0,03%]} e a seguir, adicionados acs tubos 30ul. de HDL de
cada individuo. Os tubos foram mantidos a 4°C por 24 horas para a transferdncia do
colesterol radioativo dos discos para as HDL.

Foram feitas entfo incubacdes em triplicata de MDL radioativa com plasma, por
quatro horas a 4°C e 37°C. Ao término destas, as HDL foram obtidas por precipitagdc das
lipoproteinas de baixa densidade com solugiic de sulfato de dextrana/MgCl,. Uma aliquota
de 10 ul. do sobrenadante foi utilizada pama a medida de radicatividade total & outra aliguoi

foi submetida a cromatografia em camada delgada para a separacio das fracBes livre e éster

do colesterol, seguida da medida da radioatividade.
Foram utilizados controles positivos humano e animal e valores de
transferéncia de colesterol éster a 4°C como os brancos da reago para eferto de calculos:

%Transferéncia = 1-CE (37° C} x 100
CE (4°C)

3.5. PROTEINA DE INIBICAO DA TRANSFERENCIA DE LIPIDES (LTIP)

3.5.1. Preparacio do plasma deficiente de lipoproteinas

Ao plasma do paciente foi adicionado 100uL sulfato de dextrana {6,5%) e a mistura
foi incubada por 30 minutos em gelo. Em seguida adicionou-se MnClL (2M) mantendo-se a
incubacio por mais 60 minutos. Apos esse periodo, a mistura foi centrifugada a 4°C por 25
minutos a 31.520g. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e adicionou-se 122ul
de BaCly (15%); a mistura foi incubada em gelo por 30 minutos, Apés nova centrifugacio,

o sobrenadante foi submetido & didlise em tampfo Tris, pH74 . Os plasmas deficientes de

A
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lipoproteinas foram filtrados em filtro 0,45um, deixados em gelo utilizando-os no mesmo

dia do ensaio de transferénoia.

3.5.2. Medida da transferéncia de “H-CE (Colesterol Ester)

Dez ug *H-CE 1D, 30ug LDL nfc marcada, 40ug HDL foram misturados com
EDTA (100mM), BSA (3,5%), tampio Tris-HC! (50 mM), NaCl (150mM) e completado o
volume final para 500puL com Agua e incubados em banho-maria a 37°C e mantidos sob

agitaco por 2 horas, nas seguintes condigdes:

Transferénoia | TransferBncia da amosira Transferéncia da amostra | Transferénct

Total com CETP exdgena sem CETP exdgena a branco
CETP exdgena (1:4) 50uL 50pL 0 G
AMOGSTRA (plasma 0 40ui, 40ul, )

deficiente de L7}

Apbs este periodo, interrompeu-se a transferéncia por 15 minutos colocando as
amostras em banho de gelo. Adicionou-se 100pL Na PO, (0,45M, pH= 7,4) e 100uL de
MnCl; sendo a mistura incubada por mais 30 minutos a temperatura ambiente, seguida de
centrifugacio a 9000 rpm por 3 munutos. Uma aliquota de 500ul do sobrenadante foi

utilizada para contagem da radioatividade em contador beta.

- Caleulo da inibigdo da transferéncia de lipides:

% inibigdo = 100 x [1-(% transferéncia com CETP ex6gena - % transferéncia sem CETP exdgena )]

% transferéneia total




MATERIAIS E METODOS

- Céleulo da inibigio relativa /ml de plasma

Foi realizado por meio de uma curva padrio onde foi medida 2 % de mibigio da

transferéncia de volumes varidveis de um pool de plasma controle.

3.6. PROTEINA DE TRANSFERENCIA DE FOSFOLIPIDES (PLTF)

Lipossomas radioativamente marcados foram preparados a partir de uma mistura
contendo 10 umoles de fosfatidileolina, 1uCi de “C-fosfatidileoling e 0.1 umol de
hidroxitoluenc butilade. A mistura foi seca sob nitrogénio ¢ em seguida adicionou-se 1mL
de NaCl (150mM] contendo tris-HCI (10mM) e EDTA (1mM, pH=7 4). Os lipides foram
submetidos & sonicagdo 3 vezes durante 5 minutes, em gelo. A mistura contendo 10 ul do
lipossoma marcado radioativamente 15 ul. HDL e 365 uL de tampic foram adicionados
10uL de plasma para posterior incubagiio a 37°C por 1 hora Apoés a incubacio, as
lipoproteinas ricas em apo-B foram precipitadas com sulfato de dextrana/MgCl. Duzentos
1L do sobrenadante foram separados para 2 medida de radioatividade total. Os brancos de
cada amosira foram incubados 3 4°C.

Desta forma, a transferéncia de FL foi determinada pelo incremento da porcentagem
de radicatividade detectada na HDL, em relagdo ao controle a 4°C, apds 1 hora de
incubagdo a 37°C, segundo a férmula:

% FL radioativo=  dpm FL na HDL 37°C <100

dpm FL na HDL 4°C
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3.7. MEDIDA DA OXIDABILIDADE DA LDL PELA QUANTIFICACAO DE
SUBSTANCIAS REATIVAS AQ ACIDO TIORBARBITURICO (TBARS)

Para 3 medida da oxidabilidade da LDL, uma aliguota da mesma foi dividida em
duas partes: uma foi dialisada em PBS contendo EDTA (LDL normal} e outra foi dialisada
em PBS sem EDTA e submetida 3 reaciio de oxidaglo. Fsta reacdo foi feita através da
incubagio de 100pg de proteina de LIDL com uma solugio de sulfato de cobre de
concentracio 1mM (10 ul CuS04/mL de solugBo), por 8 horas em banho-maria a 37°C
com agitagio, em frasco aberto para facilitar as trocas com oxigénio atmosfénco. A reagio
encerrou-se com a adigio de EDTA 1mM (20 ul, EDTA/mL de solugiio) ac meio (LDL
oxidada). Apds a oxidacgio, a LDL foi novamente dialisada em PBS contendo EDTA paraa
eliminagdo dos residuos de cobre.

O grau de oxidaglo da LDL foi determinado pela guaniificagio de substincias
reativas ao acido tiobarbitirico {(TBARS) ufilizando-se o 1,1,3.3 tetrametoxipropano
(0,5mM) para a elaboracdo da curva-padriio, através da seguinte reagio:

100ug de proteina de LDL foram utilizadas para a determinac8o do TBARS apos
acerto do volume final de amostra para 500uL, com PBS. Em seguida foi adicionado 1 mL
de acido tiobarbitrico (0,67% em NaOH 0,05M) e apés agitacdo, 300 pl. de acido
tricloroacético 50%. A mistura foi incubada em banho-maria fervente por 30 minutos. Apods
este periodo, as amostras foram colocadas em banho de gelo, sendo em seguida

centrifugadas a 2500 rpm por 15 minutos e efetuada a leitura espectrofotométrica em 532

[,

o



FHATERIAIS E METODOS

3.8. MEDIDA DOS ANTICORPOS ANTI-LDL OXIDADA

Os anticorpos anti LDL oxidada (anti LDL-o0x) foram determinados pelo método de
ELISA. Amostras de soro foram incubadas 24 °C por 18 h em microplacas contendo LDL
previamente oxidada. Em seguida estas microplacas foram lavadas com PBS e adicionou-se
leite Molico (5%} por 2k , 4 temperatura ambiente As microplacas foram lavadas
novamente. Adicionou-se PBS aos soros nas diluighes {1:200] (sub-grupo 1}, [1:250] ¢
[1:500] (sub-grupo 2) seguida de nova incubaciio por 18 h. As microplacas foram lavadas
com 0.02% Tween-20 (em PBS) e incubadas com anticorpo anti-igG (anticorpo conjugado
com peroxidase anti- imunogiobulina G humana) 2 temperatura ambiente por 1 h com
subsequente lavagem. A mis%um Tetrametilbenzidina/ DMSO (6.5%, 75 ul) foi adicionada
as placas por 7 min. O desenvolvimento de cor foi blogueado pela adigdo de dcido sulfarico
(10%, 25 plj e a densidade 6ptica das amostras foi lida a 460 nm. Os resultados

representam as percentagens das leituras relativas aos valores ranqueados do SruUpos

estudados.
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1° Trabaltheo

REDUCED PLASMA LIPID TRANSFER PROTEINS AND HEPATIC LIPASE
ACTIVITIES IN NORMOLIPIDEMIC SMOKERS

Agueda C. M. Zaratin'; Eder C. R. Quinifio’; Valéria . Nunes* Ana Maria Lottenberg®, Richard E,
Morton” ; Eliana C. de Faria’

"Dept. of Clinical Pathology and Center for Experimental Medicine and Surgery, Faculty of
Medical Sciences, University of Campinas; zLipié Laboratory (LIM 10), University of S#c Paulo
Medical School, 5P, Brazil, “Dept. Celi Biology, Lerner Research Institate, Cleveland Clinic
Foundation, Cleveland OH, USA.

ABSTRACT

Smoldng is a leading cause of atherosclerosis. We measured lipid transfer protens and
enzymes involved in the reverse cholesterol transport system in 29 adults: 15 smokers (8) and 14
controls (C). The blood samples were drawn in the fasting state, immediately after the smokers
smoked one cigarette. The high-density  lipoproteins (FDL) were isolated by
microultracentrifugation. Plasma HDL; phospholipids were higher in smokers. Post-heparin hepatic
lipase activity (unesterified fatty acid released as nmol FFA/mL/h} and phospholipid transfer
protein activity (PLTP = % of transfer) were 30% lower in smokers, respectively, 3384 + 359 in §
{(n=15)x 4699 =298 in C(n=14),and 11.8+ 1.0in S (0=14)x 16.8=0.5inC (n=14), but PLTP was
40% lower afler correction for plasma phospholipids. The cholesteryl ester transfer protein (CETP)
concentration (mg/L) was 17% higherin S (2.9 + 0.1,n=13)as compared 1o C (2.4 + 0.1,p=11)but
the endogenous CETP activity (% of transfer) was not statistically differemt. However, after
correction for the plasma triglyceride (TG) levels that were higher in S, the endogenous CETP
activity was in fact 37% lower in S. Lipid transfer inhibitor protem activity (LTIP = relative
inhibition of exogenous CETP activity/ml of plasma) was also similar in both groups. In
conclusion, smokers presented modifications in the components of the reverse cholesterol transport
system that could reduce the production of preS-HDL particles and bring about an atherogenic
plasma lipoprotein profile.

Keywords: cigaretie smoking, lecithin:cholesicrol acyl transferase, hepatic lipase, lipoprotein lipase,
lipid transfer proteins, lipid transfer inhibitor protein
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INTRODUCTION

Cigaretie smoking has  been
identified 2s an independent and strong nisk
factor for coronary heart disease (CHD) {1}
The underlying mechanisms responsible for
this association are complex and only
partially understood. There are four major
active componenis in the cigaretie smoke
that coniribute directly or indirectly to
cardiovascular nsk:  micotine,  carbon
monoxide, other volatile constituenis and

particulaie matter (2).

Regarding the lipoprotein
metabolistn,  several  pro-atherogenic
modifications of plasma Hpids and

lipoproteins (3) have been described.
Craig’s et al meta-analysis of 54 published
studies {4) shows an increase in plasma
concentrations of cholesterol  (3%).
triglycerides  (9.1%), VLDL-cholesteroi
(10.4%), LDL-cholesterol (1.7%), and a
reduction in the concentrations of HDIL-
cholesterol (5.7%)} and apo Al (4.2%) in
smokers as compared ito non-smokers.
However several studies have shown that
smokers do not necessarily develop
dyslipidemia (5).

The reverse cholesterol transport
{RCT) i35 an importani mechanmism of
disposal of excess cholestero! from tissues
and lipoproteins to the liver. The RCT
involves free choiesterol efflux from cell
membranes to nascent HDL, derived in part
from the lipolysis of inglyceride rich
lipoproteins by lipoprotein lipase (LPL),
cholesterol esterification by
lecithin:cholesteral acyl transferase
{LCAT) and the transfer of the cholesteryl
ester to triglyceride-nich lipoproteins
mediated bv cholestervl ester {ransfer
protein (CETP). Hepatic lipoprotein lipase
(HL) and the phospholipid transfer protein

35

{PLTP) are involved in the interconversion
of HDL sub-fractions, generating acceptors
for cell cholesters] efflux (6}, Furthermore,
the lipid transfer mhabitor protem (LTIP or
apohipoprotem F) facilitates the CETP-
mediated channeling of the cholesteryl ester
transfer from HDL to VLDL (7).

Many plasma proteins and enzymes
involved i the reverse cholesterol transport
system (RCT) have been studied m
smokers and a great deal of confroversy
persists m the Werature (8, 9).

We lhypothesized that smoking
confers atherogenicity to normolipidemic
subiects by disturbing the RCT system. Our
specific aim was o measure the activities
of LPL, HL, LCAT, CETP, LTIP, and
PLTP in a selected homogeneous group of
adult, male, normolipidemic, moderate, and
chronic cigarette smokers. To our
knowledge LTIP and CETP mass were
never measured 1n smokers before.

MATERIALS AND METHODS
Experimental protocel:

Twenty-nine male volunieers, 15
smokers (5) and 14 conirols ()

participated in the protocol. All procedures
followed were in accordance with the
Ethicai Committee of the School of
Medicine of the University of Campinas.
All participanis were selected for their
normolipidemic  profiles  {cholesterol<
200mg/dL., tnglyceride <150mg/dL and
LDL-cholesterol <100 mg/dL in
accordance with the standards of the
National Cholesterol Education Program
(NCEP HI) {10}, with body mass indexes
(BMI} < 25 Kgm’ We selected
normolipidemic subjects and paired their
IMC 10 avoid influences of hypetlipidemia
and adiposity on the studied parameters.
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Smokers had smoked 2t least 10
cigareties/day for at least 1 vear and the
controls never smoked. Participants had
their blood pressure and anthropometric
data measured during the clinical exam and
answered a questionnaire on the presence
of CHID nsk faciors. Smokers did not
refrain from smoking before the protocol
started. The blood samples were drawn in
the fasting period in all participants and 3
minutes after the smokers had smoked 1
cigarette in order {0 maximize the effects of
smoking and to allow for an identical time-
dependent effect of smoking among the
participants. Then, heparin was injected
miravenously (Liguemine® - Roche -
100UI/Kg of weight as described (11) for
the measurement of the lipoprotein lipase
activity.

Biochemical measurements:

Cotinine was analysed by gas liquid
chromatography (12) by Dr  Coln
Feyerabend at the Medical Toxicology
Unit, New Cross Hospital, London,
England.

Plasma glucose was assayed in an
automated system (Selectra-Merck) using
an enzymatic-colorimetric method by
Labtest (Belo Horizonte, MG, Brazil).
Fibrinogen was determined by a
colonmetric method (13) and insulin by
radioimmunoassay from Linco {S#o Paulo,
SP, Brazil),

1ipid, Apolipoprotein and Lipoprotein
analysis:

Total cholesterol (Chol) and
triglvceride (Tg) were determined using
enzymatic diagnostic reagents provided by
Labtest (Belo Horizonte, MG, Brazil) in an
avitomated system (Selectra-Merck). Free
fatty acids (FFA), unssterified cholestero]

(UC) and phospholipids (PL) by enzymatic
colorimetric assays (Waco Bioproducts);
cholestery! ester (CE) as the difference
between total cholesterol and UC.

HDL-~cholesterol (HDL-chol} was
measured n  the supematant afier
precipitation of apoB-containing
lipoproteins  with dextran sulfate and
MgCl,. LDL-cholesterol (LDL-chol) was
estimated by the Friedewald’s formula.
HDL; and HDL; were separated by
sequential microuliracentrifugation
(Airfuge, Beckman) (14). Apolipoproteins
Al Biw and Lp{a} were measured by
nephelometric assays in the system Asray
360 (Beckman, Palo Alto, CA, USA).

LCAT, Lipases, Transfer Proteins and
LTIP analysis:

Lecithin:cholesterol acyl transferase
activity was assayed by an endogenous
radiomeiric method, using HDL as the
substrate and source of LCAT (15). HDL
was incubated with {1,2-H(N)]cholesterol
for 24h. PHjcholesterol-labelied HDL was
incubated at 37°C for 30 min and the free
and esterified fractions of cholesterol were
then separated by TLC. LCAT activity was
expressed as the cholesterol esterification
rate as percent / 30 minutes.

The cholestervl ester transfer
protemn activity was measured by an
endogenous assay (16). Aliquots of the
whole plasma (in which LCAT activity was
inhibited by DTNB 9 ul/mL) were added
to HDL-[*Hjcholesteryl ester fractions and
simultaneously incubated at 4°C and 37°C
for 4h. Apo-B containing lipoproteins,
present in the incubation mixture, were then
precipitated; the CE radicactivity in the
supemnatant represented the nei rate gt
which CE mass was transferred and values



RESULTADOS

expressed as percent of [H] cholesteryl
ester transferred/4 hours depended upon the
plasma concentrations of HDL, TG-nich
Hipoproteins and CETP simuliansously.

CETP concentration was measured
by radioimmuncassay by Dr. Laurent
Lagrost (17) at the Laboratoire de
Biochimie des Lipoprotéines, Hopital du
Bocage, Dijon, France.

Lipid transfer inhibitor protem
activity was measured as previously
described (7). This radiometric method uses
exogenous CETP, °H-CE LDL and
unlabeled HDL incubaied m the presence
of lipoprotein-deficient plasma as the LTIP
source. LTIP activity was determuned by
comparing CETP activity in the presence
and absence of the added LTIP source. To
minimize inter-assay  variability, LTIP
activity values (% imhibition/ml) were
normalized to the LTIP activity measured
in a lipoprotem-deficient plasma standard
run m the same experiment These
normalized values are reported as relative
inhibition / mL.

The phospholipid transfer protein
was measured by an exogenous radiometric
method using phospholipid Iipossomes as
the substrate {18} and an HDL pool,
obtamed from plasma donors as the
acceptor. The activity was expressed as the
rate of radioactively labeled phospholipid
transfer / hour.

Lipoprotein lipase (LPL} and
hepatic lipase {(HL) activites were
quantified in post-heparm plasma samples
(15 min, after the infravenous injection of
heparin, 100 U kg ~ body weight), on the
basis of fatty acid release, using a
radiolabelled ftriolein emulsion as the
substrate and NaCl (iM) as the LPL
infabitor (11); the resulis were expressed as
nmol FFA/mL/hour.
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The assays for CETP concentration,
LTIP, PLTP, and lipoprotein lipases were
conducted i triplicate. The mier-assays
coefficients of vanaton were 16%, 12%,
2%, 9% and 8% respectively for CETP,
LTIP,PLTP, LPLand HL

Statistics:

Differences befwesn the groups
were measured by the Mann-Whimey fest.
The Spearman test was used fo correlate the
variables. Values were considered to be
significant at the p level £ 0.65,

RESULTS

Clinical and Biochemical Characteristics
of the Participants:

Table 1 summarnizes the chnical and
biochemical  characteristics of  the
participants. Both groups were very similar
except for their diastolic blood pressure,
significantly lower in 8. Al mdividuals
were healthy male voung adults, and did
not present centripetal fat distribution. No
group differences were found in metabolic
variables such as glucose and insulin and
these values were within the range of
reference values for healthy adults No
clinical signs of atherosclerosis were found
in etther group.

S smoked an average of 19
cigarettes a day. They presented plasma
cotinine levels above 184 ng/mL defined as
a range of heavy smokers (19). Levels
around 300ng/ml. are associated with an
average daily intake of 24 mg of nicotine
{20). The vplasma fibnnogen was
significantly higherin §.



RESULTADOS

Lipids, Apclipoproieins and
Lipoproteins

Table 2 shows plasma lipids,
lipoproteins  and  apolipoproteins:  all
individuals had plasma levels within the
range of reference values. Concentrations
of cholesterol, LDL-Chol, HDL-Chol, apo
B-100, apo Al free fatty acids and Lp(a)
did not differ
Triglycendes and phospholipids plasma
concentrations were 30 and 14 percent
higher, respectively, n § (p=<0.05). When
the lipid composition of HDL subfractions
was analyzed {Table 3), there were no
differences between the groups, with the
exception of a 21% increase in HDL,-PL in
S {p<0.05}, and this finding could account
for their higher plasma PI. shown in Table
Z.

LCAT, lipases and transfer proteins

LCAT activity in 8 did not differ
from that of C (Table 4). Fasting post-
heparin plasma LPL was similar in both
groups, but the activity of HL was 30%
lower in S (Table 4). PLTP activity was
reduced in S by 30% (Table 4). When
cotrected for PL as the ratio PLTP/PL, the
difference was even larger (40%).

The CETP mass was 17% higher in
S, but the endogenous CETP activity was
not statistically different (Table 5). Afier
correction for the higher TG level found in

between 8§ and ..
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S, as the CETP actvity/TG ratio, the
endogenous CETP activity was in fact 57%
lower in 8. The CETP spectfic activity
cotrected by TG (% of CE transferrad per
hour per mg of CETP per TG) was lower in
5 (p=0.03). LTIP activity was similar
between the groups.

Several interesting correlations are
disclosed in Table 6. Endogenous CETP
activity showed positive corrslations with
plasma TG concentration (=0.71) in §
{Table 6} but no correlation was found in C.
FLTP  correlated positively  with
endogenous CETP activity (r=0.77) only in
S. In 8, plasma total cholesterol (r=0.66)
and LDL-chol (r=0.58) concentrations
correlated positively with cotinine levels,
the main catabolic product of nicoting,

In §, LTIP activity correlated
negatively with apo-Al (r = -0.70}, LCAT
correlated positively with plasma TG
concentration (r=0.74), and negatively with
LPL {r = - 055). In controls these
correlations disappeared.

HL correlated negatively with
apoAl (r=-0.53). HL correlated negatively
with LTIP (r=-0.71) and age (r=0.73) only
in controls {data not shown).

There was a positive correlation
between fibrinogen levels and the waist /
hip ratio in smokers {r=0.58).
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TABLE 1- ANTHROPOMETRIC AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF

SMOKERS AND CONTROLS

SMOKERS (n) CONTROLS (n)
Age (vears) 28+ 1 {15} 26 1{14)
BMI (Kg/m™}* 22%0.5(15) 224 0.6 (14)
Waist/hip 0800113 0.8 £0.0214;
BP (Sistolic){(mmHg) 122+ 5(13) 121+3(14)
{Diastolic(mmHg) 7642 (13)7 81+ 1 (14)
Number Cigarettes/day 19+ 1.0(15) -
Smoking time {years) 112115 -
Cotinine {ng/mkL.) 261+ 28 {14} -
Glucose (mg/dl) BR+3(14) 844 2(14)
fnsulin (pIU/mL) 9+1(15) 7+ 1(14)
Fibrinogen {mg/dL) 307 + 19 (15)FF 23313 (1)

Data presented as mean + standard error of the mean (SEM) (n = number of subjects).
*BMI: body mass index; Statistical compansons between smokers and conirols by Mann-

Whitney test: *p < 0.05; ¥p < 0.01

TABLE 2 — LIPIDS, LIPOPROTEINS AND APOLIPOPROTEINS IN SMOKERS AND

CONTROLS
SMOKERS CONTROLS

Cholesterol (mg/dL} 157 £ 6 (15) 156+ 6 (14)
LDL-~chol (mg/dL} 89+ 6(15) 96+ 6(14)
HDL-chol {mg/dL) 49 £ 3 (15) 45+ 3 (14)
Triglyceride (mg/dL) 99+ 11 (15)% 69+ 12 (14)
Free fatty acids (mEg/L) 0600904 08+009(4)
Phospholipids (mg/dL) 140+ 6 (14)* 120+ 8 (14)
Apolipoprotein A-I {mg/dL) 134 =7 (15) 125+ 5(14)
Apolipoprotem-B {mg/dL) 643 (15) 67+ 4 (14)
Lp (8} {(mg/dL) 20+ 5 {15} 11+3(13)

Data presented as mean =+ standard error of the mean (SEM) (n = number of subjects).
Statistical comparisons between smokers and controls by Mann-Whitney test: *p < 6.05

Y
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TABLE 3 - COMPOSITION OF HDL AS TOTAL AND UNESTERIFIED
CHOLESTEROL, CHOLESTERYL ESTER, PHOSPHOLIPIDS AND
TRIGLYCERIDES IN SMOKERS AND CONTROLS
SMOKERS (n) CONTROLS (m)

HDL -free-Chol (mg/dL) 54104 4+ 1{14)

HDL,-Chol-ester (mg/dL) 10+£204) 11+ 1{14)

HDL,-TG {mg/dl) 15£2(135) 12+ 2(14)

HDL,-PL {mg/dl) 232143 20+ 3(14)

HDL;-free-Chol (mg/dL) 1222 (14) 11+£1(14)

HD1s-Chol-ester (mg/dL) 29+ 3 (14) 25x3(14)

HDL;-TG {mg/di) 28x3(15) 24+ 2 {(14)

HDLs-PL (me/dL) 74 = 4 (14)° 59+ 6 (14)

Data presented as mean = standard error of the mean (SEM) (n = number of subjects),
Statistical comparisons between smokers and controls by Mann-Whitmey test: ip < (.03

TABLE 4 -ESTERIFICATION RATE OF FREE CHOLESTEROL, LIPOPROTEIN
LIPASE, HEPATIC LIPASE AND PHOSPHOLIPID TRANSFER PROTEIN
ACTIVITIES IN SMOKERS AND CONTROLS

SMOKERS (n) CONTROLS (n)
LCAT (% / 30min.) 6.9%0.6(13) 7.0+ 0.7 (14)
LPL (nmol FFA/mL/h) 3094 + 384 (15) 2819 %299 (14)
HL (nmo! FFA/mL/h) 3384 + 359 (15)}? 4699 £ 298 (14)
PLTP (% /h) 11.8+ 1.0(14)+4 16.8 + 0.5 (14)
PLTP/PL (%/mg/dL) * 0.09+ 001 (14)%4 0.15 = 0.01 (14)

Data presented as mean + standard error of the mean (SEM) (n = number of subjects}.
* PLTP activity comrected by 1(313.[ plasma PL; Statistical comparisons between smokers and
controls by Mann-Whitey test: *¥p < 0.01

TABLE S - PERCENTAGE OF TRANSFER OF CHOLESTERYL ESTER TO APO B
CONTAINING LIPOPROTEINS, CETP MASS, CETP SPECIFIC ACTIVITY AND

LIPOPROTEIN TRANSFER INHIBITOR PROTEIN ACTIVITY IN SMOKERS AND
CONTROLS

CETP (%) 316 (10} 39+ 4 (10
CETP /TG (%/mg/dL) * 0.3+00300)% 0.7+ 0.2 (10)
CETP (mg/L) 2901131 240101
CETP (Specific Activity (%/mg/L} 12+ 2(8) 15£2(8)
LTIP (rel.inh/mL) 498 + 68 (14) 599 £ 79 (14)

Daia presented as mean + standard error of the mean (SEM) {n = number of subjects);
* Endogenous CETP correcied by total piasn}a TG; Statistical comparisons between smokers
and controls by Mann-Whitney test: *¥*p<0.01; *p=<0.05
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TABLE 6 — UNIVARIATE LINEAR REGRESSION COEFFICIENT MATRIX IN

i COT FIBR s APO  HDL.PL HDLFC LPL PFLTP PL W ™ LT OHDLZLOE HL LTAT CETE CEIP LTIP
A & {8
HNC I
[y s i
FBR a5 a5 H
G us ns s 1
APOAL as as 2] s i
HOL.-PL f3 as 55 oH] @3 1
HDL-FC 5 BE ws s ne a3 1
LPL @5 13 s BE S B8 % i
PLIP ns s w3 oS5 ns BS S 55 1
PL 53 a5 =1 BE B Bs a5 @s w8 1
WiH BS [ B .582 s Bs 2+ Bs BS s s 1
TC ns 0.663 as ns = ns =5 ns s ns ) 1
L ns 058% s s ns ns ] Bs ns s us s 1
HDLCE P 4 75 .85k us s ns s ns BS s s s s H
j21 as BS ns ws -0.53: 4}_59": BS ns -5 s ns ns o5 -3 1
LAY os ns B s &5 ns §s e s By s s ns ns Bs H
CETP (E) ns as i 0T 3 o= a3 RS RS B.T.‘: &3 B as ns as ns - 1
CETP (D) as us a8 s a3 us ”0_633 L) =3 &543 s s 43 B3 B3 s -] H
LEIpP 253 a5 ns =5 _a_'mz ns ns 1 oy a5 ns -3 B3 13 s B ns BS 1

Spearman correlation coefficients: 'p< 0.05; ¥p< 0.01

NC= number of cigarettes; COT = cotinine; FIBR = fibrinogénio; TC = total cholesterol; CETP (E) =

endogenous CETP; CETP (M) =mass CETP
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DISCUSSION

In the present study we sxamined
the presence of plasma cardiovascular risk
profiles, with emphasis on components of
the plasma reverse cholesterol transport
system, in smokers and in non-smoking
conirol mdividuals.

Several significant changes that
could be pro-atherogenic were observed in
S: an mcrease in blood phospholipids and
in the HDLs-PL sub-fraction, reductions in
the activities of hepatic lipase, phospholipid
transfer protein and cholestervl  ester
transfer protein, an increased plasma
fibrinogen and a reactive reduction in
diastolic blood pressure.

Even though sefecied as
normolipidemic, the smokers presented
significantly higher plasma and HDL-PL
levels (14%) (Table 2}, a finding partially
explamed by their elevated HDL; -PL level
{Table 3). This altered composition of HDL
could be secondary to changes in PLTP
activity {21). Some studies have shown a
positive correlation of HDL-PL with
atherosclerosis risk, even n
normolipidemic mndividuals (22). No other
changes or irends in the composition of
HDL were observed in § in this study.

Although smoking did not induce
hypercholesterolemia there was a strong
positive association between serum cotinine
and cholesierol and LDL-chol levels,
suggesting an effect of cigarette smoke on
LDL-chol metabolism. No changes of
LDL-chol, HDL-chol, Apo-Al and
ApoB100 were observed.

In this study we were not able to
demonstrate varation in LCAT activity
between the groups. These results are in
agreement with those of Moriguchi ef al
{23), Dirican et al (24), Mero et al (4)
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Dullaart et al (25), De Parscau et al (26)
and Ito et al (27).

A positive correlation of TG with
LCAT activity is explained by induction of
the latter by a greater concentration of the
TG-rich lipoproteins (28). TG modulates
posiively CETP activity and creates
through LCAT a positive unesterified
cholesierol esterification gradient. The
negative association that occurred with LPL
only in smokers, could be sascribed io
mhibition of LCAT activity by apoll, a
LPL  activator (29). The number of
cigarettes smoked associated negatively
with HDL>Chol ester suggesting a direct
action of smoking in reducing LCAT
activity,

Even though normotriglyceridemic
S had TG levels 30% higher (Table 2) than
C, this fact could reflect a decreased
residual lipolysis rate of triglvceride-rich
lipoproteins in S due to their lower hepatic
lipoprotein lipase activity. The trend to 2
25% lower free fatty acids serum levels in
S could reflect an impaired adipose tissue
lipolysis (30), and / or a reduced ligand
function of LPL. A higher extraction of
FFA from the circulation by the liver in
smokers could also lead to an increased
hepatic production of VLDL,

LPL activily was comparable
between the groups in accordance with the
majority of the studies in the literature, like
n Eliasson’s et al (31), Camey's et al (32)
and Eckel's et al (33).

In the preseni study we found a
significant reduction of HL activity in S, a
result not previously described in the
literature: Mero et al (3), Freeman et al {8)
and Quensel et al (34) did not show
changes in HL; in contrast, in Dugi’s et al
studv (35} § exhibited higher levels,
leading to decreased HDL levels.
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In 8, HL comrelaied negatively with
HDL-C as expecied for an enzyme that
hydrolyses HIDL pariicles that had gained
TG after being processed by CETP. Also
HL correlated positively with HDL,-PL,
which as a verv good subsirate for the
enzyme might have stimulated its activity.
The inverse correlation of HL with apoAl
could be explained by an HL inhibition
effect as already shown by other authors
{36). An interssting posilive association
observed was between HDL:-PL and the
number of smoked cigareiies, sugpesting a
direct effect of smoking in reducing HL
activity.

Low hepatic lipase has been
indicated as a novel nsk factor for the
development of atherosclerosis (37) but the
literature is not definitive about its
proatherogenic role: 1) studies on genetic
polymorphisms on HL are not conclusive
(38); 2) the risk of atherosclerosis due to
increase in remnant lipoproteins mav be
balanced out in HL deficiency by the
increase in HDL concentration (39); 3)
some authors described premature CHD in
HI. deficiency {40); in 1995 Hirano et al
{41) showed CHD in normolipidemic
patients with low HL and Dugs et al in 1997
(35) described that atherosclerotic plaques
were inversely related to HL activity; 4)
Hirano et al {41) demonstrated
atherosclerotic disease in subjects with both
CETP and HL reduced.

In our study phospholipid transfer
protein’s activity was reduced in S
including after comection by PL
concentration. This result is corroborated
by a study of Dullaart et al (25) where
CETP and PLTP act synergistically to the
extent that there was a strong positive
association between PLTP and endogenous
CETP in S. Dullaart ef al (25) also showed

higher PLTP activity in a group of 5. On
the other hand, differently from the present
study, Mero® s et al reported (3) lower
PLTP in S only in the post-prandial, period.
We conclude that smoking may blunt the
PLTP antiatherogenic properties, like the
stmulation of cholesierol efflux, the
formation of pref-HDL and of large o-
HDL rich in CE, providing anti-oxidanis to
LDL (42}

In the present study, despite the
higher CETP mass found m 8, therg was a
reduced net transfer of endogenous CE,
probably driven by chernical modifications
of the donor and acceptor lipoprotem pools
as well as by reductions in HL and PLTP
activities, in accordance to Mero et al {43).
The combination of the higher TG and
HDL;-PL levels compensated partially for
the lower CETP activity. Corroborating
with this hypothesis, the endogenous CETP
activity was positively associated with TG.

There was aiso as expected, 2
negative association of CETP mass with
HDL; - unesterified cholesterol only in S.
CETP mass was associated with PL, and
that is in agreement with the fact that HDL
enriched in PL is a better substrate for
CETP {44} The high correlation seen in
this study between the two methods
(r=0.90) used for CETP measurement,
suggests that the endogenous assay depends
far more on the CETP mass than on the
concentrations of the CETP substrates.

CETP also mediates the
bidirectional transfer of oxidized lipids
betwesn LDL and HDL £45). Tall et al (46)
and Chiba et al (47) demonstrated in CETP-
deficient patients higher levels of oxidized
LDL. On the other hand, Castilho et al {48)
showed that the reverse transfer of CE from
oxidized LDL to HDL was about 1.4 10 3.6-
fold greater than from native LDL, leading
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1o a reduced CE pet transfer. Data from ouwr
laboratory indicated that smokers have
higher levels of oxidized LDL (submitted
1o the Am J Cardiol). Since the endogencus
assay 1s dependent on the composition and
quantity of HDL and of acceptor
Lipoproteins (49) it is likely that the latter
are chemically meodified by smoking,
reducing their transfer capacity.

Low plasma cholesteryl ester
transfer protein has been associated with
atheroscierosis (50} in a complex
relationship. In several studies in patients
presenting CETP deficiency premature
atherosclerosis was present (51).

Dullaart et al (25) suggested that the
higher levels in CETP activity observed in
smokers could be due to a higher inhibition
of lipid transfer mhibitor protein activity. In
this study, for the first time, LTIP activity
was measured in smokers and was shown
similar to conftrols. A negative correlation
between LTIP and apo-Al was observed
only in 8§ suggesting an inhibitory effect of
this apolipoprotein on LTIP. We did not
find the inverse relationship described by
others between TG and LTIP (52}
nevertheless, the TG upper level in our
study was below 150 mg/dL. Also, it is not
known whether LTIP plays any role in
atherosclerosis.

CETP m conjunction with HL
transforms large HDL particles into small
ones, a process that has an antiathrogenic
role (53). It has been suggested also that
HDL-TG hidrolysis by HL facilites CETP-
mediated transfer of TG from VLDL 1o
HDL in exchange for CE. As well
phospholipid transfer mediated by PLTP
has an important place in the reverse
cholesterol pathway. Studies in vitro show
that PLTP enhances the CE transfer activity
of CETP (54) and phospholipid-enriched

HDL are better substrates for CETP than
phospholipid-poor HDL. In the present
study, PLTP correlated positively with
CETP only in smokers. Since a-HDL is the
substrate for PLTP sand CETP. their
activities could be modified by any
chemical changes in this lipoprotein pool.

We conclude that in this group of
smokers, In which a large number of
components of the reverse iransport
cholesterol was studied, the simultanecus
changes of the regulator proteins, that is,
decreased HL, PLTP and CETP activities-
generate less pre B-HDL particles, favoring
a reduced reverse cholesterol transport, a
pro-atherogenic  situation The o-HDL
particles likelv generated, are relatively
poor m CE, and consequently can not be
good substrates for cholesteryl ester
transfer protem. Surprisingly, but novel
mformations, the CETP mass was increased
and the activity of LTIP was not altered by
smoking.

In conclusion, taken together the
results of this study show that in
normolipidemic smokers several metabolic
changes occurred along the pathways of the
reverse cholesterol transport system that
belp explaining the atherogenicity of
stoking.
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INTRODUCTION

Oxidative LDL damage caused by
oxidants present in cigarette smoke may be
mvolved ini the phatogenesis of CHD (1),
but there is a controversy in the literature
regarding this subject: Gouazé et al (2)
have demonstrated increased oxidizability
in smokers, Siekmeier et al (3) could not
confirm these results and Chen et al (4)
found an antioxidant property of cigarette
smoke extract by measurmg its effect on
LDL oxidizabifity in vitro.

We have evaluated the contribution
of cigareiie smoking on LDL oxidizabilty
and plasma levels of anti OX-LDL in a well
defined healthy population of
nommolipidemic ~ smokers. The blood
samples were drawn a few minutes after the
subjects have smoked one cigaretie, in
order to ensure higher blood levels of
oxadative products from cigarette smoke

{3).

MATERIALS,
RESULTS:
Sixty seven healthy volunteers
(46% women and 54% men) were
evaluated clinically before being included
n the study. Thirty-one were smokers (10
women and 21 men} and thirty-six controls,
(21 women and 15 men) All were
normolipidemic and bad body mass indexes
(BMI) < 27 Kg/m’. The subjects from
smoking group had smoked at least 10
cigarettes/day (an average of 18) for at least
1 year prior o the experiment; non smokers
{controls)} had never smoked. RBlood
samples were drawn in the fasting period a
short time (up to 10 minutes) afier the
smokers had smoked 1 cigarette and they
did not refram from smoking the night
before. In a sub-group of individuals, (10
male smokers and 9 male controls} a larger

METHODS AND

blood sample was drawn for lipoprotein
fractionation.

All procedurss followed were in
accordance with the Hthical Commities of
the School of Medicine of the University of
Campinas.

HDL-cholesterol was measured in
the plasma supematant afier precipitation of
apoB contaming lipoproteins with dextran
sulphate and MeClh (6) and LDL-
cholesterol  was estimated by  the
Friedewald equation (7). Cholestero! and
inglyceride were analysed by enzymatic
methods (Merck).

LDL susceptibility to oxidation was
measured in a sub-group (10 smokers and 9
controls) after its separation from plasma
by sequential preparative
ultracentrifugation at the density range to
1.619<d<1.063 g/mL adjusted with KBr
{8). One part of LDL was desalted by
dialysis against phosphate-buffered saline
(PBS) with ethylenediaminetetraacetic acid
{control sample) and kept at 4 °Cfor 72
hours. Another part was dialysed without
ethylenediaminetetraacetic acid and this
LDL fraction (100 ug protein) was than
incubated with CuSO4 (10 pM) during 8 h
in an opened tube in a bath shaker at 37 °C.
The reaction was siopped by adding
ethylenediaminetetraacetic acid (1 mi).
The samples were dialysed further in order
to remove the copper residues. The
oxidizability of the resulting LDL was
evaluated by the thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) assay, that measures
aldehyde formation (9) and the results were
expressed in nmols of malondialdehyde /
100 ug LDL protein,

The antibodies against OX-LDL
(anti OX-LDL) were evaluated in all
participants by ELISA {10): diluted sera
sampies were incubated at 4 °C for 18 hin
microtiter plates pre-coated with copper-
oxidized LDL. Afier washing with PBS the
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remaining free surface in the wells was
blocked with a 5% solution of powder
unskimed milk (Molico/Nestlé) (in PBS)
for 7 h at rocom temperature. The wells were
washed again and PBS was added to sera at
[1:200] {sub-group 1}, [1:250] and [1:300]
{sub-group 2} and mcubated for 18 h. The
wells were washed with 0.02% Tween-20
(in PBS) and incubated with ant-IgG
antibodv  (peroxidase-conjugated rabbit
anti-human IgG) at room temperature for 1
h with a subsequent wash.
Tetramethyvibenziding dimethy! sulfoxide
(6.5%, 75 uL) was added m the welis for 7
min. Color development was stopped by
adding sulfuric acid (10%, 25 pL) and the
optical density of the samples wasread in a
photometric plate reader at 460 nm. The
results are presented as percentages of the
optical density readmgs relative fo the
group ranked values.

Differences between the groups
were determined by the Mann-Whimey
test. Spearman test was used to comelate
the variables. The tesis were considered
significant at the p level of 0.05 or less.

Table 1 shows the clinical and
piochemical data for the groups. Both
groups were very similar i their
anthropometric characteristics, except for

the waisthip ratio, that was shghilv higher
(4%) in smokers’ group. Thev were
healthv, not obese and presenied no
centripetal far disimbuiion. Lipids and
lipoproteins measurements were found fo
be within the reference ranges and were not
different between smokers and controls.
Likewise, no present or previous record of
cardiovascular disease was found in the
participants’ history.

The TBARS values for smokers
and non-smokers sera and even though the
smokers” values tended 1o be higher, the
observed difference was not statistically
significant (data not shown) TBARS
values correlated positively with waist/hip
ratio m smokers (r=0.70, p=0.03}.

The levels of antibodies against
OX-LDL were significantly lower m
smokers than i non-smokers. as shown in
Fig.1. Most interestingly when the smokers
were separated by sex (Table 2) this
difference could be accounted for the
female population, that showed a 31%
decrease in OX-LDL antibody activity. No
significant  correlations were found
mvolving autoantibodies anti OX-LDL.
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TABLE 1 - ANTHROPOMETRIC AND BIOCHEMICAL AND CLINICAL
CHARACTERISTICS OF SMOKERS AND CONTROLS

ARAMETERS SMOKERS CONTROLS
n= (31) n = (36)
Age (years) 31+2 28+ 1
BMI (Kg/m")* 22804 23.0+04
Waist/hip 0.82+0.01° 0.79 = 0.01
Blood Pressure (Sistolic)(mmHg) 115+2 1162
{Drastolic){(mmHg) ' T5£1 7641
Number of cigarettes/day 18+1 -
Smoking time {years) 13216 -
Total serum cholestero] (mg/dL} 164+ 4 172+ 4
Triglyceride {mg/dL) 101+ 8 867
HDI -cholesterol {mg/dL) 46+ 2 49+ 2
LDL-cholesterol (mg/dl.) 99+ 4 106+ 4

Data presented as mean + standard error of the mean (SEM]. Statistical COMPAarnsons
between smokers and controls by Mann-Whitney test: *p< 0.05

TABLE 2 - LEVELS OF PLASMA AUTOANTIBODIES AGAINST OXIDIZED LDL
SEPARATED BY SEX IN SMOKERS AND CONTROLS

Anti OX-LDL (percentage)

PARTICIPANTS SMOKERS (n) CONTROLS (n)
Men 40+ 5(21) 35+ 3(13)
Women 334 (10)# A8 3 (21)
Both sexes 37+4(31)° 45 = 3 (36)

Data presenied as mean * standard error of the mean (SEM)} (n = number of subjects).
Statistical comparison by Mann-Whitney test (*p<0.05) (¥p<0.01)

TE
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Whitney test ("p<0.05)
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BISCUSSION

Immediately after smoking one
cigarette, the smokers in this study
presented an LDL oxidizability to copper
oxidation, similar  to  non-smokers,
However their plasma autoantibodies
agamnst oxidized LDL were lower. This is
the first time such results have been
obtaned in smokers.

No cormrelations were found between
the number of cigarettes smoked a day, the
duration of the smoking habit, and LDL
oxidizability or OX-LDL antibody titers,
for either sex, in this study. OX-LDL was
positively correlated with waisthip ratio in
smokers, being high waisthip ratios
associated with increased risk  of
cardiovascular  disease  (11).  This
association suggests a metabolic link with
oxidizability in smokers.

There can be more than one reason
for the equal oxidizabilty in the groups.
One is the fact that the sensitivity of the
assay is not high enough io discriminate
subtle differences that could exist. Another
reason is the size of the sub-group, which
was not large. A third explanation is that
the assay has been done with purified LDL
which could not represent the initial native
LDL population, due to the presence of
small amount of various sub-populations of
OX-LDL.

Considering plasma autoantibodies
anti OX-IDL and the atherosclerotic
disease as detected either in the coronaries,
carotid and/or penipheral arteries, different

A

associations are described in the literature:
posiive {12, 13), inverse (14), and zbsent
{13). Of particular interest is the Wu et al
study (13), that found decreased levels of
aufoantibodies i boderline hypertension,
know 10 ocour among smokers.

We hypothesized that the reduced
levels of anti OX-LDL autoantibodies
found in smokers i this studv are a
consequence of immune complexes
formation with free antigen, leaving less
free antibodies to be deiected by the
ELISA. If is frue, this would indicate that
there may exist a sex difference in
circulating free OX-LDL that could be due
to difference in susceptibility to oxidation.
No studies have been done mainly due 1o
the difficulty to measure directly the level
of free circulating OX-LDL.

There are two possible
interpretations of these results. One is that
anti OX-LDL has a role in the clearance of
OX-LDL from both the circulation and the
arterial wall through the Fc receptor
pathway (in the endothelial reticulum
system) and is protective. Compelling
mdirect evidence for this comes from the
influence of diet on the devolpment of the
autoantobodies. and. progression - of the
atherosclerotic  lesion (16) and that
immunization against OX-LDL have a
protective effect (17). The other is that anti
OX-LDL is atherogenic, as lipoprotein
immune complexss so formed can be
avidly taken up by tissue macrophages
leading ic massive intraceliular cholesteryl
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ester accurnulation. The present study did
not look into the formation of soluble
antigen-antibody complexes. i has been
shown that these complexes are markers of
the atherosclerotic process and could
modify auvioantibodies antt OX-LDL tners
{18). In addition, the titers of anti-OX-LDL

autoantibodies could wvary along the
atherosclerotic  process, mcluding the
formation and stability  of the

atherosclerotic plagues.

Recently published studies ars in
accord with our results. Shop et al {19}
described in healthy subjects an inverse
relation between circulating OX-LDL and
anti OX-LDL and suggested that the
enhanced uptake of OX-LDL mmune
complexes indicate a role for anti OX-LDL
in maintaining the level of circulating OX-
LDL jow. In another studv an inverse
correlation was also shown between the
levels of circulating anti OX-LDL
antibodies and the carotid intima-media
thickness, using high-resolution B-mode
ultrasonography (14); the authors suggested
a protective effect of the anti OX-LDL in
an early stages of the lesion. Also Hulthe et
al {20) have found lower anti OX-LDL
titers in patients with a history of
myocardial infarction, but similar levels n
patients with familial hypercholesterolemia,
and highlighted the complexity of the auto-
immune response to OX-LDL.

Qur results suggest that in
normolipidemic smoking women, an
increase in the formation of OX-LDL
immune complexes occurs, secondary to a
higher circulating level of OX-LDL.
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Neste estudo foi possivel demonstrar que o izbagismo induz 2 modificagfes no
transporte reverso de colesterol € aumenta a oxidagio de lipoproteinas de baixa densidade.

No primeiro trabalhe apresentado a atividade reduzida da lipase hepética, no
contexto metabolico da diminuigio da proteina de transferéngia de fosfolipides encontrados
nos fumantes, levam 3 reduglio da formagio da fragio pré-beta de lipoproteinas de alta
densidade, a qual inicia o processo do transporte reverso de colesterol das células para o
figado, onde € excretado na bile ou reutilizado metabolicamente. A reducic da atividade
destas proteinas interfere na atividade da proteina transportadora de colesteril-éster.
Acumula-se entiic uma lipoproteina rica em fosfolipides. Neste trabalho houve reducio
relativa da atividade da proteina transportadora de colesteril-éster, pois o aumento da sua
massa nio foi acompanhado do aumento de atividade. Uma provavel explicagiio para esta
dissociagio € a modificagdo quimica do pool aceptor de colesteril-éster {trabalho 2), 2 qual
reduz a transferéncia liquida deste das lipoproteinas de alia densidade para hipoproteinas de

e s

baixa densidade. Excluimos também o efeito inibitério da proteina de inibigic da

transferéncia de lipides.

Outra observagdo de carter pré-aterogénico foi o aumento de fibrinogénio
observado nos fumantes e que leva a um estado pro-coagulante. Da mesma forma, a

variacdo da pressio arterial é parte do guadro pressénco oscilatorio gerado pelo tabagismo.
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A ficura abaixo mostra um esquema da situagdo metabdlica demonstrada neste

satudo

CE — Colesteril dster

CETP - Proteina de transferfncia de colesterit éster
1, — Colesterol hivie

FL, - Fosfolipides

LOAT - Lecitina colesterol acil transferase

1,H- Lipase hepdtica

PLTP — Proieina de iransferéncia de fosfolipides
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No segundo trabalho propusemos que a reduglo nos aiveis de anticorpos anti
lipoproteinas de barxa densidade oxidadas se deva ao aumento destas na circulagdo com
consequente formacdo de imunocomplexos. Os anticorpos anti lipoproteinas de baixa
densidade oxidada tem funcdo ambivalente na sua relagiio com a aterogénese: quando os
imunocomplexos sfo captados pelo sistema reticulo endotelial tem fungo anti-aterogénica
retirando a lipoproteina oxidada da circulago, porém se captados por macréfagos da regido
sub-endotehial s@o pro-aterogénicos. Como o fumo provoca lesio endotelial que predispde d
migragdo de LDL e celulas mononucleares para o espago sub-endotelial, propomos neste

estudo a acdo pré- aterogénica.
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