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RESUMO

PUK, C.G. Tamanho da HDL e capacidade em receber colesterol, éster de
colesterol, fosfolipides e triglicérides de uma lipoproteina artificial (LDE):
estudo em pacientes com transplante cardiaco em tratamento. Sao Paulo,
2007. 111p. Tese (Doutorado)- Faculdade de Medicina. Universidade de Sao

Paulo.

Apo6s o primeiro ano de transplante cardiaco (TC) o desenvolvimento da doenca
coronéria do transplante se torna a principal causa de morbidade e mortalidade
desses pacientes. Neste periodo, aproximadamente 40% dos pacientes com
(TC) desenvolvem hiperlipidemias que contribuem para a génese da doencga
coronaria do transplante. Alteragbes no metabolismo lipidico, entre elas, no
metabolismo dos quilomicrons e da lipoproteina de baixa densidade (LDL) ja
foram reportadas no po6s transplante. Por outro lado, a concentracdo da
lipoproteina de alta densidade (HDL) nesses pacientes € ainda controversa.
Tem sido reportado que a avaliagdo somente da concentragdo da HDL néo € o
suficiente para avaliar todo o papel protetor, portanto aspectos funcionais da
HDL devem ser testados. Neste estudo, a propriedade fundamental da HDL de
receber lipideos das outras lipoproteinas foi avaliada em pacientes com TC,
através da lipoproteina artificial (LDE). Foi também avaliado o didmetro da HDL
e a sua enzima antioxidante, a paraxonase 1 (PON1). Foram estudados 20
pacientes com TC e 20 individuos normolipidémicos pareados por sexo, idade e
indice de massa corp6rea. Amostras de sangue foram coletadas, apos jejum de
12hs, para determinacgao do perfil lipidico, glicose, atividade da PON1, diametro
da HDL e transferéncia de lipideos da LDE para a HDL. A concentracdo de
colesterol total e LDL-colesterol ndo foram diferentes entre os grupos, enquanto
a concentragdo de HDL_colesterol foi menor no grupo TC (p=0.01). A
concentragao de triglicérides no TC foi aproximadamente 40% (p=0.001). A
concentragao de apo A-l e apo B foram similares entre os grupos. A glicose
plasmatica estd aumentada nos pacientes transplantados (p=0.008). O diametro
da HDL é menor nos pacientes do grupo TC quando comparados ao do grupo
controle (p=0.047), enquanto a atividade da PON1 nao diferiu entre os grupos.
A transferéncia de colesterol e éster de colesterol da LDE para a HDL foi menor
em pacientes com TC quando comparados aos controles (p= 0,045 and 0,003
respectivamente). Por outro lado, ndo encontramos diferencas entre os grupos
na transferéncia de triglicérides e fosfolipides. Os resultados nos mostram que a
transferéncia de colesterol e éster de colesterol esta diminuida no TC. Como o
éster de colesterol € o principal constituinte do nucleo da HDL, a menor
transferéncia de colesterol para a HDL pode ter contribuido para o menor
didmetro da HDL observado neste grupo. Estas alteracées no metabolismo da
HDL podem potencialmente desestabilizar o pool de colesterol plasmatico e o
transporte reverso de colesterol. Este achado pode contribuir para o acelerado
processo aterosclerético que frequentemente ocorre nestes pacientes.



SUMMARY

PUK, C.G. HDL size and ability of acceptance cholesterol, cholesteryl
ester, phospholipids and triglycerides from an artificial lipoprotein (LDE):
study with heart transplantation patients in treatment. Sdo Paulo, 2007.
111p. Tese (Doutorado)- Faculdade de Medicina. Universidade de Sao Paulo.

After the first year from the transplantation procedure transplant coronary heart
disease becomes a major complication and the leading cause of late morbity
and mortality of those patients. After the first year, roughly 40% of heart
transplantation (HT) patients develop hyperlipidemias what is implicated in the
genesis of transplant coronary heart disease. Alterations in plasma lipid
metabolism such as disturbed chylomicron and low-density lipoprotein (LDL)
metabolism were also reported. On the other hand, levels of high-density-
lipoprotein (HDL) cholesterol are controversy in those patients. It has been
perceived that the estimation of the lipoprotein concentration does not suffice to
evaluate the overall HDL protective role and that the functional aspects of the
lipoprotein should be tested. In this study, the fundamental property of HDL to
receive lipids from other lipoproteins modeled by a artificial lipoprotein (LDE)
was tested in HT patients, together with size and the HDL-associated
antioxidant paraxonase 1 (PON 1). We studied 20 heart transplantation patients
and 20 healthy normolipidemic subjects paired for sex, age and body mass
index. Blood samples were collected after 12h fasting, for determination plasma
lipids, glucose, paraxonase 1 activity, HDL size and transfer of lipids from LDE
to HDL. The total cholesterol and LDL cholesterol concentration did not differ in
the two groups, whereas HDL cholesterol was smaller in HT (p=0.01).
Triglycerides were roughly 40% greater than those of the controls (p=0.001).
Apo A-l e apo B concentration values were similar comparing HT patients with
controls. Plasma glucose was greater in HT than in controls (p=0.008). HDL
particle diameter was smaller in HT patients then in controls (p=0.047), whereas
the activity of PON 1 is not different in both groups. The transfer of cholesterol
and cholesteryl ester from LDE to HDL were smaller in HT patients than in
controls (p= 0.045 and 0.003, respectively). On the other hand, there was no
difference in the transfer of triglycerides and phospholipids between HT patients
and controls. The results showed that the acceptance of cholesterol and
cholesteryl esters by the HDL fraction is diminished in HT. Since cholesteryl
ester constitute most of the HDL core and cholesterol is transformed in
cholesteryl ester, decreased acceptance of both cholesterol from other
lipoprotein particles may account for the smaller HDL particle diameter found in
the HT patient group. These alterations in HDL metabolism can potentially
destabilizing the plasma cholesterol pool and the reverse cholesterol transport.
This finding can contribute for the accelerated atherosclerotic process that
commonly occurs in those patients.
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1. INTRODUGAO

Transplante cardiaco

A técnica de transplante cardiaco tem sido empregada como uma
alternativa de tratamento da insuficiéncia cardiaca terminal e, desde o
seu surgimento, mais de 50.000 procedimentos ja foram realizados em
todo o mundo (RADOVAN B et al.,1999). Embora, no inicio tenha sido
aplicada espacadamente, devido as complicagdes pos-operatorias, apds
a introducéo de drogas que possibilitaram o melhor controle da rejeicdo
e das infecgdes, a técnica de transplante cardiaco permitiu 0 aumento da
sobrevida e a melhora da qualidade de vida dos pacientes a ela
submetidos (LOURES et al., 1986).

No final dos anos 90, o indice de sobrevida ao primeiro ano de
transplante j4 era de aproximadamente 85% (DENG, 2002). Mais de
48% dos pacientes submetidos ao transplante cardiaco sobrevivem aos
10 primeiros anos e 22% sobrevivem aos 17 primeiros anos pos-
transplante cardiaco (FRAUND et al., 1999). Segundo alguns estudos
(RADOVAN, et al, 1999; RAMZY et al., 2005) a sobrevida média
estimada para esses pacientes € de 9 anos. Este conjunto de dados
valida a técnica de transplante cardiaco como uma boa opgédo no

tratamento de pacientes com avancada faléncia cardiaca.
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Nos primeiros meses que sucedem a cirurgia, apesar do advento
de novas drogas supressoras, 0S principais responsaveis pelas causas
de morbidade e mortalidade destes pacientes sdo os episodios de
rejeicdo e de infeccdo (STOLF et al, 2000). Estes dois episodios,
rejeicao e infecgcao, estao intimamente ligados. Para o maior controle da
rejeicao se faz necessario o uso de imunossupressores e a freqiéncia e
a intensidade dos processos infecciosos estdo diretamente relacionados
ao grau de imunossupressao necessario para prevenir os episodios de
rejeicao (UIP, et al, 1995; STOLF, et al, 2000).

A médio e longo prazo, os principais obstaculos encontrados para
sobrevida desses pacientes sao as neoplasias e, mais frequentemente, a
doenca coronéria do transplante (DCT) (BOCHI et al, 1994; RADOVAN
B., 1999; BACAL et al., 2000). A DCT é um processo de obstrugcao
aterosclerética acelerada das artérias do coragao transplantado. Apds o
primeiro ano poés-operatério a DCT é a complicacdo que representa a
principal causa de morbidade e de mortalidade advinda do procedimento
(GAO et al., 1990; BRUNNER-LA ROCCA et al., 1998; BACAL et al.,
2000). A incidéncia da DCT aumenta aproximadamente 10% a cada ano
apdés a cirurgia, e 50% dos pacientes transplantados apresentam
evidéncias de DCT apds cinco anos de transplante (PARK et al., 1996;
BACAL et al., 2000). No entanto, ao se utilizar técnicas mais sensiveis
como a de ultrasonografia intravascular, € possivel detectar a presenca

da vasculopatia em 75% dos pacientes apés 3 anos do transplante
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(RAMZY et al, 2005). Em estudo realizado no InCor-HC-FMUSP com 24
pacientes submetidos a transplante cardiaco entre os anos de 1985 e
1991, demonstrou-se a presenca de DCT em 44,4% dos pacientes no
final do quarto ano de transplante (FIORELLI et al, 1994).

Portanto, o processo aterosclerético ligado ao transplante
cardiaco € uma limitagdo muito importante no éxito do procedimento a

médio e longo prazo.

Aterosclerose

A aterosclerose é um processo inflamatério dinamico do endotélio
em resposta a injuria arterial (NOLL, 1998). O endotélio é uma camada
celular continua, que separa o sangue da parede dos vasos e muito
especializado metabolicamente. As células do endotélio secretam uma
grande variedade de moléculas ativas e por possuirem permeabilidade
seletiva também sdo uma importante barreira a passagem de células e
proteinas (HUNT, 2000; KAPERONIS et al, 2006). Umas das importantes
moléculas ativas produzidas e secretadas pelo endotélio € o 6xido nitrico
(NO), um potente oxidante e vasodilatador endogeno, produzido pela
fosforilagdo da enzima endotelial NO-sintetase (GONZALES et al, 2003;
FALK et al., 2006). Além de ser responsavel pela manutencao do ténus
vascular, o NO inibe a proliferacdo de células musculares lisas e a
peroxidagao dos lipideos e diminui a adesdao de macréfagos e plaquetas

ao endotélio (BARON, 1999). Portanto, o endotélio € responsavel pelo
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controle de importantes fungdes como a de provocar vaso dilatacéao,
inibir a migracdo e a adesao de leucocitos e a migracao e a proliferagao
de células musculares lisas, participando ativamente das reacgdes
inflamatérias e imunes, além de inibir a adesdo e a agregacao
plaquetaria e, consequentemente, a coagulacdo. (GONZALES et al,
2003; KAPERONIS et al, 2006).

O primeiro passo para o desenvolvimento da lesdo aterosclerética
€ a presenca de disfuncdo no endotélio cujo primeiro e mais importante
marcador é a reducao na atividade do NO. (HUNT, 2000; KAPERONIS et
al, 2006). A disfuncado endotelial causa injuria no endotélio, altera sua
homeostase e, consequentemente, afeta a sua permeabilidade, a vaso
constricdo e a coagulacdo. Esse conjunto de alteragdes desencadeia
uma resposta inflamatéria e imunolégica compensatéria do endotélio,
que pode levar ao desenvolvimento da placa aterosclerética (ROSS,
1999; KAPERONIS et al, 2006). Sao varios os estimulos capazes de
causar disfuncédo endotelial e entre eles podemos citar: a presenca de
lipoproteinas nas suas formas modificadas, por possuirem efeitos
deletérios sobre o endotélio e células musculares lisas; a presenga de
hipertensdo, por aumentar a sintese protéica e causar hipertrofia do
musculo liso; a presenca de hiperglicemia por causar glicacdo de
macromoléculas, inclusive lipoproteinas; a presenca de tecido adiposo,
principalmente visceral, por possuir acao pré-inflamatéria; a presenca de

altas concentragées de homocisteina, por ser téxico ao endotélio e pro-
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trombética e a presenca de agentes infecciosos, principalmente o
citomegalovirus, a Escherichia coli e a Clamydia pneumoniae por
produzirem estimulos inflamatérios (ROSS, 1999; IHARA et al., 2003;
KAPERONIS et al, 2006).

As diferentes formas de injuria levam as células endoteliais a
expressarem em sua superficie moléculas de adesao (ICAM-1 e VCAM-
1) que aumentam a aderéncia do endotélio a leucécitos e plaquetas,
assim como aumentam a permeabilidade do endotélio a lipoproteinas e
outros constituintes plasmaticos. A injaria também induz o endotélio a
apresentar propriedades pré-coagulantes e a produzir moléculas
vasoativas, citocinas e fatores de crescimento (HEGELE, 1996; ROSS,
1999).

Nem sempre, a resposta inflamatéria ndo neutraliza de forma
efetiva os agentes causadores da injuria. Nesse caso, ocorre estimulo a
proliferacdo de células musculares lisas e a migracao de mondcitos e
linfécitos T, pelo aumento na concentragdo de uma ou mais moléculas
de adesao e de moléculas quimiotaxicas (ROSS, 1999; FALK, 2006).

Ao migrarem para o sitio da lesdo, os mondcitos e linfocitos se
aderem ao endotélio e penetram na intima arterial, auxiliados por varias
moléculas quimiotdxicas. Uma vez na intima, os mondcitos se
diferenciam em macréfagos e passam a expressar receptores do tipo
scavenger que sao capazes de reconhecer e internalizar lipoproteinas

modificadas, como por exemplo, a lipoproteina de baixa densidade



Introducéo 7

oxidada (LDL-oxidada) (LUSIS et al., 2004; KAPERONIS et al, 2006;
FALK, 2006). Como estes receptores nao sao reguladas pelo acumulo
de colesterol intracelular (mecanismo de retroalimentagdo negativa), a
constante captacdo das lipoproteinas faz com que no espaco
subendotelial os macréfagos se tornam repletos de lipidios, convertendo-
se em células espumosas (STEINBERG, 1990; FALK, 2006). Neste
estagio a lesdo apresenta-se sob a forma de estria gordurosa,
caracterizada pela presenca de células espumosas e linfécitos T, ambos
situados abaixo da monocamada do endotélio. (KAPERONIS et al,
2006).

Além de contribuir para a formacao das células espumosas, a
LDL-oxidada também auxilia na ampliagdo da resposta inflamatéria por
ser quimiotaxica e, por consequéncia, capaz de atrair mais mondcitos
para o sitio da lesdo, capaz de estimular as células endoteliais na
producdo de moléculas proé-inflamatérias como proteinas quimiotaxicas
(IL-2, TNF, IL-6), moléculas de adesao (ICAM-1, VCAM-1 e selectinas) e
enzimas que promovem estresse oxidativo. (ROSS, 1999; GONZALES et
al, 2003). Além disso, a LDL-oxidada capturada pelos macréfagos
também auxilia na amplificacdo da resposta inflamatéria por ativar as
células espumosas, que passam a produzir citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-
a), enzimas proteoliticas e fatores de crescimento (HUNT, 2000).

Outra etapa importante deste processo inflamatério é a ativagéao

do linfécitos T pelos macréfagos que exacerbam a resposta imunoldgia,
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criando um circulo vicioso em que ha o aumento da produgédo de
moléculas pré-inflamatérias e aumento do recrutamento celular para o
sitio da lesdo. O aumento da resposta faz com que seja formada uma
densa matriz extra-celular, principal caracteristica da placa de ateroma
(ROSS, 1999; KAPERONIS et al, 2006).

Neste estagio, ocorre também perda de propriedades anti-
coagulantes do endotélio e aparecimento de um estado pré-coagulante
que se manifesta pelo aumento de adesao e agregacao plaquetaria, pela
diminuicdo da meia-vida das plaquetas, pelo acréscimo na secrecéo do
inibidor do ativador de plasminogénio e, conseqlente, decréscimo da
secrecao tecidual do ativador de plasminogénio (GONZALES et al,
2003). Quando ativadas, as plaquetas também contribuem na ampliacao
da resposta imunologica pela liberagdo de substancias que aumentam a
permeabilidade do endotélio e fatores que ativam o complemento e,
portanto, atraem leucécitos (ROSS, 1999).

Nesse processo inflamatério crénico, forma-se um ciclo de
acumulo de células mononucleares, migragcdo de células musculares
lisas e formacéao de tecido fibroso (ROSS, 1999). Caracteriza-se assim a
formagdo de um ateroma tipico constituido por capa fibrosa e nucleo
com tecido necrotico e lipidios. Nesse ponto do processo, a artéria ndo
consegue mais compensar a dilatacdo, a lesdo invade o IUumen
gradativamente e altera o fluxo sanguineo e a elasticidade das artérias

(ROBBINS, 1983; COTRAN et al., 1999; KAPERONIS et al, 2006).
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s

E possivel, portanto, caracterizar a aterosclerose como
proliferagdo celular acompanhada de acumulo de lipidios e que, com o
seu desenvolvimento progressivo, tende a ocupar a luz arterial. Embora
o estreitamento lumial causado pela instalacdo da placa aterosclerética
contribua para as manifestagdes clinicas da doencga, o desenvolvimento
de um trombo arterial sobreposto a placa com ruptura € o responsavel
pela maioria das manifestacbes agudas e potencialmente letais da
doenca (IHARA et al., 2003). LesOes estaveis avancadas usualmente
possuem uma densa e uniforme capa fibrosa. A ruptura da capa
fibrosa geralmente ocorre em locais onde, além da inflamagéo, hd um
nucleo rico em lipideos extracelulares, principalmente colesterol e seus
ésteres, e uma capa fibrosa fina infiltrada por células espumosas, por
serem locais mais instaveis (IHARA et al.,, 2003, FALK, 2006). A
formacdo do nucleo rico em lipideos extracelulares ocorre durante a
progressao da aterosclerose, onde células endoteliais, macréfagos e
células musculares lisas morrem por apoptose ou necrose e liberam
seu conteudo lipidico. Além disso, lipoproteinas aterogénicas podem se
acumular na camada intima e compor o nucleo lipidico da placa sem
terem sido primeiramente internalizadas pelas células espumosas
(FALK, 2006). Quanto a ruptura da capa fibrosa, sua desintegracéao
sofre influencia dos linfécitos T ativados, que estimulam macréfagos a
produzir enzimas proteoliticas, as “matrix metalloproteinases” (MMPs)

(KAPERONIS et al, 2006). Estas enzimas fazem parte de uma familia
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de enzimas especializadas em degradar os constituintes de matriz
extracelular, capazes de degradar a capa fibrosa e o tecido conjuntivo
dentro da placa, diminuindo a resisténcia da capa, favorecendo a sua
desintegracdo, erosdao ou ruptura (IHARA et al., 2003). Além de
estimular macréfagos, os linfocitos T produzem IFN-y que € capaz de
inibir a sintese de colageno pelas células musculares lisas, limitando
assim a deposigdo de novo colageno sobre a capa fibrosa, a fim de
reforca-la (KAPERONIS et al, 2006). A injuria da capa fibrosa, que
separa o0 nucleo lipidico do sangue circulante, causa exposicdo do
tecido subendotelial altamente trombogénico, com subsequente
aderéncia de plaquetas, formagdo de fibrina e trombose local. A
trombose causa obstrugdo do Iimen que pode resultar em isquemia ou
tromboembolismo (HUNT, 2000).

A aterosclerose é um processo multifatorial influenciado por
fatores predisponentes como histéria familiar positiva, sexo masculino,
idade a partir da quinta década, hipertensao arterial, diabetes melito,
pds-menopausa, sedentarismo, tabagismo e condicbes de estresse
(GRUNDY, 1990; YLA-HERTTUALA et al., 1996; LUSIS et al., 2004;
KAPERONIS et al, 2006). Altas concentracbes de colesterol,
principalmente da LDL-colesterol, e baixas concentracbes da HDL-
colesterol, sdo um dos principais fatores de risco para aterosclerose

(ROSS, 1999; LUSIS et al., 2004; KAPERONIS et al, 2006).
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Anatomia patoldgica e manifestacoes clinicas da DCT

Embora a DCT seja um processo aterosclerético, esta doenca
difere da aterosclerose nao relacionada ao transplante em varios
aspectos. A lesao tipica da DCT é caracterizada pela hiperplasia intimal
fibrosa, concéntrica, difusa e distal que afeta toda a extensdo das
artérias coronarias e inclusive seus ramos periféricos, podendo
ocasionalmente acometer também veias coronarias (GAO et al., 1989;
SCHMID et al, 1997; RAMZY et al, 2005). O contrario ocorre na doenca
arterial coronariana (DAC), que apresenta lesdes excéntricas, focais e
proximais das principais artérias coronarias epicardicas (RAMZY et al,
2005). Na maioria dos casos de DCT a camada eléstica ndo se encontra
afetada, ao contrario do que acorre com a DAC nao relacionada ao
transplante, em que a camada elastica € afetada (BOCCHI et al, 1994;
SCHMID et al,1997; RAMZY et al, 2005). Na DCT, o envolvimento da
camada intima arterial varia com o tempo de evolucdo apds o
transplante e com a severidade da doenca, podendo ocorrer
espessamento com acumulo de células musculares lisas e células
espumosas. Nos estégios iniciais da DCT ha envolvimento de linfécitos e
plasmécitos, freqientemente o endotélio se encontra intacto e ndo ha
trombos plaquetarios. O espessamento na camada intima ocorre pela
presenga de células musculares lisas modificadas, além de células
espumosas. Com a progressdao da doenca, o colesterol vai se

acumulando e sendo depositado sob a forma de cristais, gerando um
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padrdo difuso e ndo em placas, tal como ocorre na DAC (BOCCHI et al.,
1994). Raramente ocorre calcificagdo, em contraste com o que ocorre na
DAC habitual, onde as lesées contem célcio (BRUNNER-LA ROCCA et
al., 1998, SCHMID et al, 1997; RAMZY et al, 2005).

As diferencas entre a doenga corondria habitual e a relacionada
ao transplante ndo se resumem a alteracdes histoldégicas. Também
existem diferencas quanto aos achados clinicos. A DCT acomete
pacientes de todas as idades, incluindo criancas e tende a se
desenvolver rapidamente, enquanto a DAC ocorre mais freqlientemente
em individuos de idades avancadas e se desenvolve em muitos anos
(SCHMID et al, 1997). Diferentemente dos sintomas apresentados na
DAC, onde os pacientes costumam apresentar dor precordial, a maioria
dos pacientes acometidos pela DCT nao recuperam nenhuma inervagao
no coragdo e, portanto, ndo apresentam angina. Esses pacientes
geralmente apresentam infarto pequeno, silencioso, difuso e mudltiplo,
provavelmente por ser resultante de oclusées de pequenos vasos, que
se manifestam com a insuficiéncia cardiaca. Os pacientes acometidos
pela DAC habitual apresentam oclusées em artérias maiores com
conseqlente infarto circunscrito que afeta grandes areas (BOCCHI et al,

1994; SCHMID et al, 1997).
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Fatores que contribuem para o desenvolvimento da DCT

Varios estudos tém estabelecido que a hiperlipidemia é um fator
de predisposicao para o desenvolvimento da DCT (GAO et al, 1988;
PARAMESHWAR et al., 1996; SCHMID et al, 1997; PERRAULT et al.,
2000). Em alguns estudos foi encontrada correlagéo entre a DCT e o
aumento dos niveis plasmaticos de colesterol total e de LDL-colesterol
(HESS et al., 1983; GAO et al., 1988). Winters et al. (1990) e Perrault et
al (2000) demonstraram que o estreitamento do limen em artérias
corondrias de pacientes submetidos a transplante cardiaco foi
significativamente maior naqueles com aumento de colesterol total e
triglicérides, sugerindo que a hiperlipidemia possui um importante papel
na evolugdo da DCT. Entretanto, alguns estudos nao encontraram
correlagao entre a incidéncia de DCT e niveis plasmaticos de colesterol
(OLIVARI et al., 1989; b-MEHRA et al., 1997; BACAL et al., 2000).

A hipercolesterolemia freqientemente encontrada nos pacientes
transplantados pode estar relacionada ao regime de imunossupressao
utilizado apds a cirurgia de transplante (BALLANTYNE et al., 1989;
MACMANUS et al., 1995; BELLOTTI et al., 1996; VAZIRI et al., 2000;
RAMZY et al. 2005). A ciclosporina, um imunossupressor
frequentemente utilizado na rotina dos transplantes apds a década de 80,
€ um polipeptidio ciclico de origem fangica, lipofilico, hepatotéxico que
pode interferir no metabolismo das lipoproteinas (WASAN et al., 2002;

GARCIA et al, 2004 LINDENFELD et al., 2004). No plasma a
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ciclosporina se encontra associada as lipoproteinas, principalmente a
LDL e HDL (KAHAN et al., 1989; WASAMN et al., 2002) Segundo Wasan
et al (2002) o aumento na concentracdo LDL-colesterol, encontrado com
0 uso desse imunossupressor, se deve ao fato da ciclosporina diminuir a
internalizacdo (endocitose) da LDL, sem alterar a afinidade da
lipoproteina pelo seu receptor, assim como o ndmero de receptores e
seus sitios de ligacdo com a LDL. Outro grupo (WU et al., 1999) estudou
a dislipidemia induzida pelo uso de cilclosporina e encontrou, em modelo
animal, um aumento na secre¢ao hepatica da lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL).

A ciclosporina contribui também por estar envolvida com o
aumento de peroxidacao lipidica em pacientes submetidos a transplante
cardiaco (CHANCERELLE et al, 1991; KASISKE, 1998;
VENKITESWARAN et al, 2001). Com isso, as lipoproteinas plasméticas,
principalmente a LDL, sofrem modificagbes quimicas e estruturais e nao
sdo mais reconhecidas pelos seus receptores especificos e sim pelos
receptores scavangers dos macréfagos. Os niveis plasmaticos elevados
de LDL-oxidada se correlacionaram com a extensdo da DCT (HOLVOET
et al., 1998). Desta maneira, a ciclosporina pode estar relacionada com a
DCT, visto que as lipoproteinas modificadas participam do processo
aterogénico.

A hipertensao € outro fator que contribui para o desenvolvimento

da DCT. A hipertensdo em pacientes transplantados pode estar tanto
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presente desde o estado pré-operatério, como também pode se
desenvolver secundariamente no pés-operatério, neste caso devido ao
regime de imunossupressao adotado (BACAL et al., 2000; RAMZY et al.,
2005). Os imunossupressores, como a ciclosporina e o tracomilus, por
exemplo, sdo nefrotoxicos e causam alteracbes glomerulares, com
consequente reducdo da filtragdo e aumento da resisténcia vascular
intra-renal (BACAL et al., 2000; LINDENFELD et al., 2004; GARCIA et
al, 2004). Uma vez instalada, a hipertensdo contribui para o
desenvolvimento da DCT promovendo hiperplasia da camada intima por
estimular a o crescimento de células musculares lisas. Além disso, a
hipertensdo aumenta os niveis de angiotensina Il, produto do sistema
renina-angiotensina. A angiotensina |l aumenta a formacao de perdxido
de hidrogénio e radicais livres. Esses produtos oxidativos aumentam a
formacdo de lipoproteinas oxidadas e a adesao de leucdcitos ao
endotélio e também blogueiam a formacdo de NO pelas células
endoteliais (RAMZY et al, 2005; KAPERONIS et al, 2006).

Alguns estudos tém encontrado uma correlagcdo positiva entre o
indice de massa corpérea (IMC) dos pacientes poOs-transplante e a
incidéncia de DCT (WINTERS et al., 1990; BACAL et al.,, 2000). O uso
de imunossupressores, principalmente corticoesterdides, também pode
contribuir para o ganho de peso e este seria mais uma contribuicdo

desses medicamentos para o desenvolvimento da DCT.
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A doenca de base que levou ao transplante é outro fator que
contribui para a DCT. Pacientes que tiveram DAC como doenca de base,
apresentaram maior frequiéncia de hiperlipidemia péds-transplante,
quando comparados a aqueles que tiveram doenga n&o isquémica
(GRADY et al., 1991; LAUFER et al., 1992), provavelmente devido a
alteragdes lipidicas pré-existentes ao transplante.

Outra alteracdo frequentemente encontrada em pacientes
submetidos a transplante € o nivel aumentado de hosmocisteina
(AMBROSI et al.,, 1998; FODINGER; SUNDER-PLASSMANN, 2001).
Alguns estudos demonstraram que a hiperhomocisteinemia acomete
cerca de 80% dos pacientes com transplante e esse aumento da
homocisteina causa danos as células endoteliais por diversos
mecanismos. Assim como acontece na DAC, altas concentracdes de
cisteina causam reducdo na producao endotelial de NO, diminuem a
resposta do endotélio aos vasodilatadores e aumentam a expressao de
fatores pro-coagulantes e colageno (ROSS, 1999; RAMZY et al., 2005),
fatores conhecidamente aterogénicos.

Infecgcbes, causadas por patégenos, principalmente o
citomegalovirus e Clamydia pnemoniae, sao outros estimulos conhecidos
para o desenvolvimento da DCT (RAMZY et al, 2005). A infeccao
causada por citomegalovirus tem sido associada tanto a presenca de
DAC quanto a presenga de DCT. Estudos demonstraram que no grupo

de pacientes transplantados que tiveram infeccdo causada por
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citomegalovirus, houve um aumento de trés vezes na freqiiéncia da DCT
(RAMZY et al, 2005). O citomegalovirus € capaz de infectar células
endoteliais e células musculares lisas, afetar a atividade metabdlica
celular, induzir acumulo de lipidios, inibir a produgéo de matriz protéica e
a adesao da célula endotelial a membrana basal e pode, também, iniciar
respostas imunoldgicas adaptativas que terminam por agredir o endotélio
(LOEBE et al.,, 1990; BOCCHI, et al. 1994; BACAL et al., 2000). A
incidéncia de infeccdo por citomegalovirus em pacientes submetidos a
transplante cardiaco varia de 30 a 100% dependo dos aspectos sociais e
culturais de cada pais, sendo que no Brasil a incidéncia chega a
aproximadamente 90% (BACAL et al., 2000)

O impacto da idade do doador no desenvolvimento da DCT é
ainda controverso, embora estudos mais recentes tenham demonstrado
uma significante influéncia. Brunner-La-Rocca et al. (1998)
demonstraram existir uma correlagdo entre doadores com idade maior
que 40 anos e a presenca da DCT. Essa correlacao positiva se deve
provavelmente porque doadores mais velhos apresentam com mais
freqliéncia lesbes coronarias, mesmo que minimas (SCHMID et al., 1997;
BRUNNER-LA ROCCA et al., 1998). Quanto ao acréscimo na idade do
receptor, ndo ha influencia para o desenvolvimento da DCT (SCHMID et
al, 1997).

O tabagismo também é tido como um dos fatores que contribuem

para a evolucao da DCT (BRUNNER-LA ROCCA et al., 1998).
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Metabolismo lipidico

Os lipidios sdo um grupo heterogéneo de compostos insoluveis
em agua, que podem ser divididos em quatro grupos principais: acidos
graxos, triglicérides, fosfolipides e o colesterol. Devido a sua
caracteristica hidrofobica, quando presentes na corrente sanguinea,
naturalmente formam estruturas organizadas, macroagregados
moleculares, denominados lipoproteinas (DAVIS et al., 1996;
BACHORIK et al, 1999).

As lipoproteinas, unidades funcionais de transporte de lipidios na
corrente sanglinea, tém forma esférica e sdo compostas por nucleo
lipidico hidrofébico, constituido, principalmente, por éster de colesterol e
triglicérides, envolto por uma monocamada hidrofilica composta por
fosfolipides, colesterol e proteinas (EISENBERG; LEVI, 1995). Seus
componentes protéicos sao denominados apolipoproteinas e se
associam a lipoproteina por interagées nao covalentes (SCHAEFFER et

al., 1978).

As apolipoproteinas desempenham importante papel na
solubilizacdo e estabilizagdo estrutural das lipoproteinas, modulam o
metabolismo lipoprotéico ao atuarem como ativadores e bloqueadores
enzimaticos e, por fim, mediam a captagao celular das lipoproteinas por
receptores especificos (SCHAEFFER et al., 1978). A classificacdo das

apolipoproteinas é feita de acordo com uma nomenclatura alfa-
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numérica: apos A-l, A-ll e A-1V, apos B-100 e B-48, apos C-I, C-ll e C-
I, apo D, apo E e apo (a) (SCHAEFFER et al., 1978).

As lipoproteinas se diferem quanto a composicéo (diferencas
quantitativas e qualitativas dos lipidios e apolipoproteinas), tamanho e
mobilidade eletroforética. A sua classificacdo pode ser feita por
ultracentrifugacdo em gradiente de densidade, ou de acordo com a sua
migragao eletroforética em acetato de celulose ou gel de agarose (LEE
et al.,1970; CHAPMAN et al,1981). As quatro maiores classes de
lipoproteinas plasmaticas sao: quilomicron, VLDL, LDL e HDL. Existem
duas menores classes de lipoproteinas que sao: lipoproteina de
densidade intermediaria (IDL) e lipoproteina (a) (SCARTEZINI et al,
2003).

As propriedades fisicas e a composicao das principais
lipoproteinas estdo resumidas na tabela 1 e a classificagdo e as
propriedades das principais apolipoproteinas estao resumidas na tabela

2.



Tabela

lipoproteinas

1-
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Propriedades fisicas e composicdo das principais

QM VLDL IDL LDL HDL Lp (a)
Tamanho (nm) 75-1200 30-70 18-30 5-12 25-30
Densidade (g/ml) < 0,95 0,95-1,006 1,006-1,019 1,019-1,06% 1,063-1,21 1,045-1,080
Mobilidade Eletroforética Origem Pré-p  Entre e pré-p B o Pré-g
Triglicérides (%) 80-95 45-65 Aprox. 32 4-8 2-7 Semelhante
LDL
Fosfolipides (%) 3-6 15-20 Aprox. 21 18-24 36-32 Semelhante
LDL
Colesterol (%) 1-3 4-8 Aprox. 8 6-8 3-5 Semelhante
LDL
Ester de colesterol (%) 2-4 16-22 Aprox. 23 45-50 15-20 Semelhante
LDL
Proteinas (%) 1-2 6-10 Aprox. 16 18-22 45-55 27
Principais Apos A-1, B-48, B-100, C-I B-100 B-100 A-l (a)
C-1, C-lI C-ll, C-lll, E E A-ll B-100
C-ln
Abreviaturas: QM= quilomicron, VLDL= lipoproteina de muito baixa

densidade, LDL= lipoproteina de baixa densidade, HDL= lipoproteina de alta

densidade, Aprox.= aproximadamente
Adaptado de BACHORICK et al., 1999
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Tabela 2- Classificacdo e propriedades das principais

apolipoproteinas

Apolipoproteinas PM Lipoproteina Funcao
(kD) carreadora
A-| 29 Quilomicron, HDL Ativar a LCAT,
Estimular o efluxo de colesterol
Mediar a ligagdo da HDL com SR-B1 e ABCA1
A-ll 17,4 HDL Inibicdo da LH
Estimular o efluxo de colesterol
A-IV 44,5 Quilomicron, HDL Ativar a LCAT, Modular LLP,
Estimular o efluxo de colesterol
B-48 240,8 Quilomicron Secregao de lipides do intestino sob a
forma de QM
B-100 512,7 VLDL, IDL, LDL Secregao de lipides do figado sob a
forma de VLDL,
Captacgéao hepatica da IDL e LDL
C-l 6,6 Quilomicron, VLDL, Ativar a LCAT , Inibir LH,
Inibir a captagéo hepatica das lipoproteinas
HDL !
ricasem TG
C-ll 8,9 Quilomicron, VLDL, Ativar LLP, Inibir LH,
Inibir a captagéo hepatica das lipoproteinas
HDL !
ricasem TG
C-l 8,8 Quilomicron, VLDL, Inibir LLP, Inibir LH,
Inibir a captacao hepética das lipoproteinas
HDL \
ricasem TG
E 34,1 Quilomicron, VLDL, Ativar a LCAT, ativar LH,
HDL Estimular o efluxo de colesterol
Captacao hepatica de QMr, IDL e HDL
(a) 187 a 662 Lp (a) Desconhecida

Abreviaturas: QM= quilomicron, QMr= remanescente de quilomicron, VLDL=

lipoproteina de muito baixa densidade, LDL= lipoproteina de baixa densidade, IDL=

lipoproteina de densidade intermediaria, HDL= lipoproteina de alta densidade,

LCAT= lecitina colesterol acil-transferase, LH= lipase hepatica, LLP= lipase

lipoproteica

Adaptado de SCARTEZINI et al, 2003 e WANG; BRIGGS, 2004
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O transporte dos lipidios na circulagdo sanglinea pode ser
conceitualmente dividido em duas vias principais: o transporte exdgeno,
que corresponde a via de transporte dos lipidios provenientes da dieta; e
o transporte enddgeno, que corresponde ao transporte dos lipidios de
origem hepatica e, além disso, o transporte reverso do colesterol que
corresponde ao transporte do colesterol de tecidos extra-hepaticos para

o figado (BROWN et al., 1981).

Transporte Exégeno

Devido a sua natureza geralmente hidrofébica, os lipidios
requerem processos complexos para sua digestao e absorgao.

O transporte dos lipideos provenientes da dieta se inicia com a
sintese hepatica dos quilimicrons. A quantidade, o tamanho e a
composicdo do quilomicron secretado dependem do aporte e da
natureza dos lipidios absorvidos (GLICKMAN et al., 1983). O diametro
do quilomicron secretado varia de 75 a 1200 nm, sua densidade é de
aproximadamente 0,95 g/ml, sua mobilidade eletroforética € nula e seu
componente estrutural € a apo B-48 (BACHORICK et al., 1999;
BIGGERSTAFF, WOOTEN; 2004).

Ap6s sua secrecdo nos capilares linfaticos intestinais, o
quilomicron interage com outras lipoproteinas presentes na linfa,

principalmente com a HDL (HAVEL et al.,1973; SCHAEFER et al,1982).
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Na circulagao os quilomicrons interagem com outras lipoproteinas
e troca seus componentes de superficie por colisbes com outras
lipoproteinas, principalmente a HDL (PATSCH, 1998; LEWIS; RADER,
2006). Como resultado dessas interagdes, o quilomicron recebe apo C e
apo E, doa apo A-l e apo A-1V e perde fosfolipides e colesterol (TALL et
al.,1982; HAVEL et al, 1988; BORENSZTAJN et al,1988). O
quilomicron transfere triglicérides para a HDL e esta transfere éster de
colesterol para o quilomicron pela agdo da proteina de transferéncia de
éster de colesterol (CETP) (LEWIS; RADER, 2006). Esta transferéncia
de lipidios é parte de um mecanismo denominado transporte reverso de
colesterol.

Simultaneamente a essas trocas, o quilomicron sofre intensa
catabolizacao, caracterizada pela hidrélise dos triglicérides contidos no
seu nucleo. Essa hidrélise ocorre pela acdo da enzima lipase
lipoprotéica (LLP) que se encontra ligada a membrana basal das células
endoteliais por meio de um glicosaminoglicano, o sulfato de heparan
(CHENG et al., 1981; VILARO et al., 1988). A apo C-Il, presente no
quilomicron, ativa a LLP e inicia o processo de hidrélise dos triglicérides,
que resulta na liberacdo de acidos graxos livres e monoglicerideos e
glicerol. Os &cidos graxos livres sdo a seguir oxidados para geragao de
energia ou sdo reesterificados e armazenados em tecido muscular e
adiposo (KRAUSS et al., 1973; BROWN et al, 1981; ECKEL, 1989;

KWITEROVICH, 2000).
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A acdo da LLP é interrompida quando cerca de 70 a 90% dos
triglicérides sao hidrolisados. A apo C-Ill, um modulador fisiolégico
dessa enzima, que também esta presente no quilomicron, bloqueia a
ativacdo da LLP (WANG et al., 1985). Além da acao da apo C-lll, o
excesso dos produtos de degradacao do triglicérides diminui a afinidade
entre a enzima e a lipoproteina, o que facilita o retorno do quilomicron a
circulacdo (CRYER, 1981). Juntamente com a perda dos triglicérides,
ocorre diminuicdo dos componentes de superficie: o fosfolipides, o
colesterol e as apolipoproteinas, que sao transferidos para a HDL ou
dao origem a particulas precursoras desta lipoproteina (EISENBERG,
1984; WANG; BRIGGS, 2004). O processo de catabolizagdo do
quilomicron na corrente sangliinea € muito rapido, o que Ihe confere
meia-vida plasmatica curta, de quatro a cinco minutos (BROWN et al.,
1981; DAVIS et al., 1996). A particula resultante do catabolismo do
quilomicron apresenta um didmetro menor (30 a 80 nm) e é denominada
remanescente de quilomicron (WINDLER et al., 1988; KWITEROVICH,
2000). Esse remanescente de quilomicron tem seu conteudo de
triglicérides diminuido quando comparado com o quilomicron, mas o
éster de colesterol ndo é alterado de forma significativa. Ocorreu perda
de apo A-l1 e apo C, mas a afinidade do remanescente pela apo E é
mantida (HAVEL & HAMILTON, 1988).

A catabolizagdo do quilomicron com a consequente formacao de

seu remanescente possibilita que seu reconhecimento pelas células



Introducéo 25

parenquimatosas hepaticas, o que nao ocorria com o seu precursor. No
figado, a captacdo do remanescente de quilomicron ocorre pela sua
ligacao a receptores especificos que reconhecem a apo E (receptor E ou
receptor de remanescente) situados principalmente na superficie
sinusoidal dos hepatécitos (BROWN, 1981; KWITEROVICH, 2000).

Apbs a captacdo hepatica, o remanescente de quilomicron é
degradado e libera acidos graxos, glicerol, aminoacidos e colesterol.
Este ultimo ou pode ser excretado na bile na forma de acidos biliares ou
pode ser utilizado para a sintese de membranas ou ainda pode integrar
as lipoproteinas produzidas e secretadas pelos hepatécitos (HAVEL et

al., 1988, HAVEL; HAMILTON, 2004).

Transporte Endégeno

O transporte enddgeno inicia-se no figado, com a producao da
VLDL, cuja sintese € modulada por fatores hormonais e por fatores
dependentes do balanco energético e metabdlico.

A sintese de VLDL se inicia com a formacdo de um
macroagregado molecular contendo lipidios (prinicipalmente triglicérides)
e proteina (apo B-100 e pouca quantidade de apo C e E) no reticulo
endoplasmatico. Este macroagregado segue para o aparelho de Golgi
onde é compactado formando, assim, a VLDL que sera secretada na
circulacdo sanguinea (GIBBONS,1990). A VLDL sintetizada tem

densidade de flutuacdo entre 0,950 e 1,006 g/mL e mobilidade
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eletroforética pré-beta. O tamanho das VLDL secretadas varia de acordo
com o aporte de triglicérides. Sua principal fungdo € transportar
triglicérides e colesterol para os tecidos periféricos (BACHORICK et al.,
1999; BIGGERSTAFF, WOOTEN; 2004).

Logo apds sua secrecao na circulagédo, a VLDL entra em contato
com outras lipoproteinas e por meio de colisées, principalmente com a
HDL, adquire maiores quantidades de apos E e de apo C-ll e C-lli
(HAVEL; HAMILTON, 1988). Assim como no metabolismo do
quilomicron, a apo C-Il atua como co-fator de ativagdo da LLP (KRAUSS
et al, 1973; KWITEROVICH, 2000). Ativada, a LLP hidrolisa os
triglicérides da VLDL e forma a particula remanescente de menor
didmetro e maior densidade, IDL. A diminuigdo do didmetro da VLDL
pela acao da LLP, resulta no excesso de lipideos na sua superficie. O
colesterol e os fosfolipides da superficie da VDL sao entao transferidos
para a HDL ou dao origem a particulas precursoras desta lipoproteina
(EISENBERG, 1984; WANG; BRIGGS, 2004). Esse processo confere a
VLDL meia-vida plasmatica de duas a quatro horas (EISENBERG;
LEVY,1975; BACHORICK et al., 1999).

As particulas de IDL formadas a partir do catabolismo da VLDL
podem seguir dois caminhos (BROWN; GOLDSTEIN, 1986). As
particulas de maior tamanho, que correspondem a cerca de 50% do
total, sdo removidas pelo figado por endocitose pela ligacdo tanto com

receptor especifico de apo E (receptor E ou receptor de remanescentes),
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quanto com o receptor de apo B (receptor B/E ou receptor da LDL). As
particulas de menor tamanho podem ser removidas pelo figado ou
podem continuar a perder triglicérides e fosfolipides por acdo da LH
presente no endotélio dos capilares hepéticos. Além dessa alteracéao
lipidica, IDL perde todas as apolipoproteinas com exce¢ao da apo B-100
e passa a ser denominada LDL (HAVEL, 1984).

A LDL é uma lipoproteina com densidade entre 1,020 e 1,065 g/ml
e mobilidade eletroforética beta (BACHORICK et al, 1999;
BIGGERSTAFF, WOOTEN; 2004). Em individuos normais, a LDL
transporta cerca de 70% do colesterol plasméatico total e possui meia
vida de dois a trés dias.

A catabolizagdo da LDL ocorre pela sua interagdo com receptores
especificos de alta afinidade que reconhecem a apo B-100,
denominados receptores de LDL (receptor B/E). Estes receptores podem
estar presentes em células hepaticas e extra-hepaticas, sendo que o
figado é o principal 6rgdo responsavel pela captacdo da LDL
(GOLDSTEIN; BROWN 1985; BROWN; GOLDSTEIN, 1986). Apés a
ligacdo da LDL ao receptor, essa regido sofre endocitose e forma a
vesicula endocitica. O complexo receptor-LDL € desfeito e o receptor da
LDL retorna a superficie celular para se ligar a outras particulas de LDL
e a LDL é degradada nos lisossomos por agcdo das enzimas lisossomais.

(GOLDSTEIN et al., 1979; BROWN et al.,1981).
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O colesterol proveniente da decomposicao do éster de colesterol
pode ser utilizado no metabolismo intracelular ou ser reesterificado pela
enzima Acetil Coenzima A: Colesterol Acil Transferase (ACAT) para ser
armazenado.

O colesterol derivado do catabolismo da LDL regula trés eventos
metabdlicos na célula por meio de ativagdes e de bloqueios enzimaticos:
1. Inibe a biossintese de colesterol intracelular por meio da supressao
da atividade da enzima HMGCoA redutase;

2. Ativa a reesterificacao do colesterol por meio da ativacdo da enzima
ACAT. O colesterol esterificado resultante € armazenado no citoplasma
da célula na forma de goticulas lipidicas;

3. Inibe a sintese de receptores da LDL e, assim, a captacao celular
desta lipoproteina, o que evita posterior influxo de colesterol e, desta
maneira, protege a célula de um excesso de colesterol. Em situacao
adversa, quando diminui o nivel intracelular de colesterol, ocorre um
aumento na sintese de receptores e ativacdo da biossintese de
colesterol. Os niveis de colesterol intracelulares sdo mantidos devido ao
mecanismo de retroalimentagdo negativa (BROWN et al., 1981;

BROWN; GOLDSTEIN, 1986).

Transporte Reverso de Colesterol

O transporte reverso de colesterol é a via pela qual o colesterol

presente nos tecidos periféricos é transferido para o figado e para os
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tecidos que produzem hormdnios esterdides, onde o colesterol é
utilizado para sintese de lipoproteinas, sais biliares, vitamina D e
hormdnios (ECKARDSTEIN et al., 2001). O transporte de colesterol dos
tecidos periféricos para o figado € um das importantes funcées da HDL.
A HDL é um grupo de particulas heterogéneo, produzida pelo
figado e intestino, com densidade entre 1,063 e 1,21 g/ml, migracao
eletroforética alfa e composta por 45% a 55% de proteinas, 26% a 32%
de fosfolipides, 3% a 5 % de colesterol, 15% a 20% de éster de
colesterol € 2% a 7% de ftriglicérides. A meia-vida da HDL é de cinco a
seis dias, a mais longa de todas as lipoproteinas (BACHORICK et al.,
1999;Jr. KWITEROVICH, 2000; BARTER et al., 2003). Dependendo do
seu conteudo lipidico, da quantidade de proteinas e, consequentemente,
do seu tamanho, a HDL pode ser dividida em quatro subclasses: HDL;,
HDL,, HDL3 e HDL4, sendo que, as populacbes de HDL, e a HDL; estéao
presentes em maior concentracdo no plasma (EISENBERG, 1984). As
HDL, e HDL3; podem ainda ser subdividas em subfracées por ordem
decrescente de tamanho: HDL,, (didametro médio de 10,6nm), HDL,
(9,2nm), HDLs, (8,4nm), HDLj, (8,0nm) e HDLs. (7,6nm) (RARDER,
2002; BARTER et al., 2003). As populagdes HDL, e HDL3; podem ainda
ser dividas segundo a presenca da apo A-l e A-ll, neste caso a HDL, é
composta principalmente por uma populagdo que possui apo A-l e nao

possui apo A-ll (HDL-A-l) enquanto a HDL; é composta principalmente
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por uma popula¢ao que possui apo A-l e apo A-1l (HDL- Al/A-11) (WANG,
BRIGGS, 2004).

A HDL é uma lipoproteina que esta em constante remodelamento
no plasma. Apolipoproteinas na forma livre ou complexada com
pequenas quantidades de lipideos sdo os precursores da HDL. A apo A-
| produzida pelo figado e pelo intestino ou ainda, proveniente do
catabolismo das lipoproteinas ricas em triglicérides, uma vez presente
no plasma ¢ lipidada. A lipidacao ocorre pela remogéao de fosfolipides e
colesterol de tecidos hepaticos e extra-hepaticos, num processo
facilitado pelo transportador de membrana “ATP-binding cassete
transporter A1” (ABCA1) que tem como resultado a formacao da HDL
discoide (pré B-HDL), que consiste em apolipoproteina, fosfolipide e uma
menor quantidade de colesterol na forma livre (BARTER et al., 2003;
WANG; BRIGGS, 2004). Outras apolipoproteinas, como a apo A-Il, A-IV
e apo E, quando presentes no plasma, também sofrem lipidacao por
serem capazes de causar efluxo celular de fosfolipides e colesterol e
podem dar origem a pré [B-HDL via proteinas transportadoras
(ECKARDSTEIN et al., 2001; BARTER et al., 2003). Para que o efluxo
celular de lipideos ocorra é necessario que haja interagéo fisica entre a
particula receptora e a membrana celular, onde o transportador ABCA 1
tem um papel importante: o de modificar a distribuicdo lipidica da
membrana celular e, consequentemente, facilitar a interagdo entre a

apolipoproteina, principalmente a apo A-1, e a superficie celular (WANG;
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BRIGGS, 2004). O transportador ABCA1 tem alta afinidade pela apo A-I
e existem fortes indicios de que o efluxo celular de fosfolipides preceda
o efluxo de colesterol, pois a complexo apo A-I-fosfolipide é um melhor
aceptor de colesterol, quando comparado a apo A-l livre (WANG;
BRIGGS, 2004). A HDL na forma discoidal também pode ser gerada a
partir dos constituintes de superficie das lipoproteinas ricas em
triglicérides que, ao sofrer acdo da LLP, liberam vesiculas contendo
apolipoproteina e fosfolipides acrescidos ou nédo de quantidades
pequenas de colesterol (BARTER et al., 2003).

A pré- B-HDL continua a receber lipideos via ABCA1, mas adquire
também quantidades extiras de colesterol de outras lipoproteinas que
contém apoB (VLDL, IDL e LDL) e de membranas celulares por
processo de difusdo passiva que parece nao ser dependente do
transportador ABCA1 (BARTER et al., 2003). A HDL na forma discoidal
€ um excelente substrato para a Lecitina Colesterol Acil Transferase
(LCAT), uma enzima sintetizada e secretada principalmente pelo figado,
presente na circulagdo e que se liga a superficie das lipoproteinas,
inclusive a da HDL, cuja funcdo € converter colesterol e lecitinas
(fosfatidilcolinas) em colesterol esterificado (SCHAEFER et al.,1982;
EISENBERG, 1984; WANG; BRIGGS, 2004). A esterificagdo do
colesterol pela LCAT ocorre com a transferéncia de um acido graxo da
posicao -2 da lecitina para o grupo hidroxila da molécula de colesterol

(LEWIS; RADER, 2006). A LCAT ¢ ativada pelas apolipoproteinas apo
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A-l, A-IV apo E, e apo C-l, e uma vez ativada, a LCAT esterifica o
colesterol recebido pela pré- B-HDL (WANG; BRIGGS, 2004). O
resultado da acao da LCAT é a formagao de um nucleo hidrofébico na
pré- B-HDL, constituido de éster de colesterol, que transforma a HDL
discéide em uma forma esférica, madura, a HDL; (WANG; BRIGGS,
2004).

A HDL; continua a receber colesterol e fosfolipides de membranas
celulares, mas agora num processo mediado pelo receptor scavenger
classe B tipo | (SR-BI), presente principalmente na glandula adrenal, no
figado e nos mondcitos, ou por difusdo, ambos os processos distintos
daquele mediado pelo ABCA1 (WANG; BRIGGS, 2004). Neste processo
existe uma interacdo dos componentes lipidicos da HDL, principalmente
fosfolipides, com a superficie celular, favorecendo a difuséao de
colesterol através do receptor SR-BI, que facilita a transferéncia de
colesterol da membrana plasmatica para a particula receptora
(SCARTEZINI et al., 2003). A HDL3; também recebe colesterol e
fosfolipides provenientes da lipdlise dos quilomicrons e da VLDL pela
LLP, num processo facilitado pela proteina de transferéncia de
fosfolipides (PLTP). Assim como ocorre com a pré- 3-HDL, o colesterol
recebido sofre acdo da LCAT, é transformado em éster de colesterol e,
devido a sua hidrofobicidade, deixa a superficie da lipoproteina e passa
a ocupar o nucleo, transformando a HDLz em uma particula maior, a

HDL, (ECKARDSTEIN et al., 2001).



Introducao 33

A HDL; realiza trocas de éster de colesterol e triglicérides, com as
demais lipoproteinas (quilomicron, VLDL, IDL e LDL), num processo
mediado pela CETP, uma glicoproteina hidrofdbica, produzida pelo
figado e que esta presente no plasma em associagdo com as
lipoproteinas (LEWIS; RADER, 2006). O colesterol esterificado €
transferido, por meio da CETP, da HDL, para as demais lipoproteinas
ricas em triglicérides. As lipoproteinas ricas em triglicérides, por sua vez
transferem triglicérides para a HDL,. A extensdo da transferéncia
depende da concentragdo de cada componente lipidico na lipoproteina
doadora (GLOMSET, 1970; MARCEL et al., 1980; EISEMBERG et al.,
1984). O triglicérides recebido pela HDL, é o substrato para a enzima
LH, presente nos hepatécitos e nas células endoteliais hepéaticas.
Diferentemente da LLP, responsavel pela lipdlise de triglicérides
principalmente, a LH tem atividade semelhante de hidrélise tanto de
triglicérides quanto de fosfolipides. A LH é modulada pelas
apolipoproteinas, sendo a apo E a ativadora desta enzima (WANG;
BRIGGS, 2004). Uma outra enzima lipolitica, a lipase endotelial (LE),
sintetizada pelo endotélio e presente na sua superficie também regula o
remodelamento da HDL,, mas com atividade de hidrélise principalmente
de fosfolipides (WANG; BRIGGS, 2004; LEWIS; RADER, 2006). A acao
da LH resulta a conversdo da HDL, em HDL3 , que retoma o ciclo de
remocao tecidual do colesterol ou continua a sofrer degradacdo dos

seus constituintes. A magnitude do efeito da lipase depende da
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composi¢ao da HDL (LEWIS; RADER, 2006). Apés a lipdlise da HDL,
pelas LH e LE o colesterol dessa particula é removido pelos receptores
SR-BI, responsaveis pela captacdo seletiva do colesterol da HDL no
figado. A HDL, se liga ao SR-BlI com alta afinidade, resultando na
transferéncia seletiva do éster de colesterol do ndcleo da HDL para
compartimentos intracelulares, sem que ocorra a degradacdo das
apolipoproteinas (WANG; BRIGGS, 2004). A ligacao da HDL com o
receptor SR-BI parece ser facilitada pela acdo da LH (ECKARDSTEIN et
al., 2001). Esse conjunto de acbes das lipases e do receptor SR-BI
resulta no remodelamento da HDL, que origina particulas menores
como a pré-B-HDL ou ainda a apo A-l na forma livre ou a apo A-l pobre
em lipideos, que servem como aceptores de lipideos e novamente
iniciam a formagao de novas particulas de HDL. A apo A-l pode ainda
ser filtrada pelos rins e removida do plasma e é recapturada nas células
dos tubulos proximais, por meio de endocitose mediada pela cubilina,
sugerida como o mediador da captacao da apo A-I (EISENBERG, 1984;
ECKARDSTEIN et al., 2001; LEWIS; RADER, 2006).

O clearence da HDL pode ocorrer por duas vias: via captacao
seletiva do seu conteudo lipidico, como exposto anteriormente ou via
endocitose com a captagdo e subseqliente degradacdo da particula
inteira. Neste caso o enriquecimento da HDL com éster de colesterol
leva a formacao de particulas maiores com alto conteudo de colesterol e

apo E, a HDL; que podem ser captadas pelo figado por meio de
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receptores celulares especificos que reconhecem a apoE (receptor B/E).
Desta forma, direta ou indiretamente, o colesterol é retirado dos tecidos
periféricos e levado para o figado, onde pode ser reaproveitado,
interagindo com outras vias metabdlicas, pode ser utilizado para
producdo de sais biliares ou ainda ser excretado (SCARTEZINI et al.,

2003).

HDL e aterogénese

Anormalidade no metabolismo lipidico ou dieta rica em colesterol
e acidos graxos saturados podem ser o desencadeante necessario para
o desenvolvimento do processo aterosclerético (COTRAN et al., 1999).
Portanto, a reducao dos niveis de colesterol causa queda na progressao
da aterosclerose e diminui o risco de ocorrer eventos coronarianos
(STEINBERG; WITZTUM, 1990; NICHOLLS et al., 2007).

Os altos niveis de colesterol freqlientemente encontrados na DAC
sdo provenientes de altas concentracbes de LDL-colesterol e de
triglicérides, acompanhados de baixos niveis de HDL-colesterol
(SHARRETT et al, 2001; RADER, 2002). A razao entre LDL-colesterol e
HDL-colesterol pode ser utilizada como um marcador de risco
importante, onde razdes inferiores a trés indicam baixo risco e razdes
superiores a cinco indicam alto risco (BISHOP et al., 2000).

Até o momento a LDL € a particula sabidamente mais

aterogénica. O ponto principal no processo aterosclerético € a



Introducao 36

modificacdo da LDL, principalmente a oxidagdo, e sua posterior
captacao pelos macréfagos e a consequente transformacao destes em
células espumosas (STEINBERG; WITZTUM, 1990; FALK, 2006).

Neste contexto, a HDL anula o efeito da LDL por remover o
colesterol presente nas células da intima arterial, via receptor ABCA1
(BATER et al, 2003). A subpopulagdo de HDL, menos densa e mais rica
em éster de colesterol (HDL,), parece ser mais protetora que a
subpopulgdo menor e mais densa (HDL3). Isso se deve, provavelmente,
ao fato de a subpopul¢cdo de HDL, ser composta principalmente por
HDLs que contém somente apo A-l, que sao mais eficientes em receber
colesterol de tecidos periféricos, via ABCA1, e também sdao melhores
doadores hepaticos de éster de colesterol, via SR-B1, quando
comparadas as HDLs que contém apo A-l e A-ll (SVIRIDOV; NESTEL,
2002; RADER, 2002; MEYERS; KASHYAP, 2004).

Além de retirar o excesso de colesterol celular a HDL também
atua no processo anterior a esse, inibindo que modificacées oxidativas
ocorram na LDL e, consequentemente, inibindo a captacao da LDL pelos
macrofagos. Ao prevenir a oxidagdo da LDL, a HDL também previne o
endotélio dos efeitos citotoxicos da LDL-oxidada e da migragédo e
adesao de mondcitos, ambos induzidos pela LDL-oxidada (BARTER et
al., 2003). O principal mecanismo pelo qual a HDL diminui 0 acimulo de
peroxidos lipidicos € pela hidrélise enzimatica dos hidroperéxidos dos

fosfolipides (DURRINGTON et al.,, 2001). A paraoxonase 1 (PON1),
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uma enzima produzida pelo figado e que circula em associacdo com a
HDL, inibe a ligagdo de perodxidos lipidicos na LDL e também na HDL,
com consequente limitacdo do desenvolvimento da aterosclerose
(COSTA et al, 2005). Para exercer seu efeito anti-oxidante, &
necessario que haja interagdo entre a PON1 e os lipideos oxidados, o
que pode ocorrer de duas formas: uma das possibilidades € que a
atividade anti-oxidante da PON 1 seja mediada por difusdo durante a
interacdo entre LDL e HDL, a outra e mais provavel consiste na
transferéncia dos lipideos oxidados da LDL para a HDL e posterior agao
da PON1 (JAMES; DEAKIN, 2004). A PON1 possui uma grande
variacdo da concentracao in vivo (cerca de 40 vezes numa mesma
populacdo), sendo o principal determinante para esta variacdo a
presenca de varios polimorfismos (COSTA et al., 2005). Além da PON1,
a HDL possui uma grande variedade de mecanismos de defesa anti-
oxidantes, como a PON 3, que assim como a PON1 faz parte da familia
das paraoxonases, a apo A-l, capaz de remover lipideos oxidados da
LDL para a HDL, a LCAT e a CETP, também capazes de transferir
lipideos oxidados da LDL para a HDL (JAMES; DEAKIN, 2004).

Outra protecdo ao processo aterosclerético provém da
capacidade da HDL de reduzir a expressdao das moléculas de adesao
VCAM-1, ICAM-1 e da E-selectina, induzidas pelas citocinas nos
processos inflamatdrios. Essa propriedade anti-inflamatéria da HDL &

bastante influenciada pela composicao de fosfolipides da particula
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(BARTER et al., 2003). A HDL também modula a funcao endotelial por
promover um aumento na produgdo de NO por ativar a enzima NO
sintetase, além de desempenhar fungéo anti-trombogénica por inibir a
agregacao plaquetaria (SVIRIDOV; NESTEL, 2002; RARDER, 2002;
BARTER et al., 2003).

Com o que foi exposto, pode se afirmar que a HDL exerce grande
importéncia na prevengéao da aterosclerose. Além de ser a lipoproteina
responsavel pelo transporte de colesterol dos tecidos periféricos para o
figado, a HDL modula a funcdo endotelial, desempenha atividades anti-
oxidantes, anti-inflamatérias e anti-trombéticas (KWITEROVICH Jr,
2000; SVIRIDOV; NESTEL, 2002; RADER, 2002; BATER et al, 2003;
MEYERS; KASHYAP, 2004; NITSCHKE; TALL, 2005).

Neste contexto, tém sido muitos os esforcos destinados a
metodologias capazes de aumentar as concentracdes plasmaticas de
HDL-colesterol. A CETP €& contribui para o metabolismo das
lipoproteinas e particularmente parece estar envolvida com a
concentracdo de HDL-colesterol (KOTAKE et al., 2002; NICHOLLS et
al., 2007). A menor atividade da CETP resulta em menor troca de éster
de colesterol por triglicéride e, consequentemente resulta em acumulo
de éster de colesterol nas particulas de HDL. Como conseqléncia
ocorre diminuicdo no catabolismo dessa lipoproteina e aumento da
concentragdao de HDL-colesterol. Além das mudancas na concentragao

plasmatica da lipoproteina, ao inibir a CETP, ocorrem também
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mudancas no tamanho e na composi¢ao de apolipoproteinas da HDL,
que se tornam maiores e mais ricas em apo E e, consequentemente,
menos eficazes na remocéao tecidual de colesterol (BRUCE et al, 1998;
FORRESTER et al., 2004). A principio, reduzir a atividade da CETP

pode ter ambos os efeitos: pro e anti-aterogénico.

Dislipidemias no transplante cardiaco

As alteragdes nos niveis plasmaticos dos lipidios variam com o
tempo decorrido apés o transplante cardiaco (BALLANTYNE et al.,
1992; BELLOTTI et al.,1996).

A elevagao dos niveis plasmaticos de colesterol total é a
alteracao lipidica mais comum e geralmente reflete 0 aumento dos niveis
de LDL-colesterol. Segundo Stamler et al.(1988), essas alteracdes
geralmente tornam-se evidentes cerca de duas semanas apdés o
transplante, atingem o pico cerca de trés meses apds o procedimento e
se mantém elevadas por dois anos. Do mesmo modo, Ballantyne et al.,
em 1992, acompanharam o perfil lipidico dos pacientes submetidos a
transplante por um ano e observaram que concentragdes de colesterol
total e LDL-colesterol atingem o pico no terceiro més e se mantém
elevadas posteriormente. O mesmo néo foi encontrado por Bellotti et al.
(1996), que detectaram elevagao progressiva nos niveis plasmaticos de
colesterol total, LDL-colesterol, VLDL-colesterol durante os primeiros

trés anos apds o transplante cardiaco.
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Os niveis plasmaticos de HDL-colesterol foram descritos sem
sofrer alteragdes nos trés anos subsequentes ao transplante por Bellotti
et al.(1996), mas Stamler et al.(1988) e Ballantyne et al.(1992)
encontraram niveis progressivamente aumentados de HDL até o
primeiro e terceiro més pods-transplante respectivamente, enquanto
Bilodeau et al.(1989) e Badiou et al.(2005) encontraram, pelo contrério,
niveis diminuidos de HDL-colesterol.

Os niveis de triglicérides tém sido descritos, consistentemente,
como elevados (SUPERKO et al.,, 1990; BALLANTYNE et al, 1992;
BELLOTTI et al, 1996; PARK et al., 1996; BADIOU et al., 2005).

Em estudo do nosso grupo, 0s pacientes submetidos a
transplante cardiaco, quando comparados ao grupo controle,
apresentaram maiores niveis de colesterol total, LDL-colesterol e HDL-

colesterol (PUK et al., 2004).

“Lipoproteinas artificiais”

Depois de reproduzir o metabolismo dos quilomicrons pelo
desenvolvimento de um sistema de nanoemulsdes artificiais ricas em
triglicérides (REDGRAVE; MARANHAO, 1985), em 1987, iniciaram-se os
estudos que visam reproduzir 0 metabolismo da LDL por meio de uma
nanoemulsdo rica em colesterol (LDE) (MARANHAO et al., 1993). As
nanoemulsdes sao feitas sem proteinas, mas quando injetadas na

circulacdo adquirem as diversas apolipoproteinas por troca de
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componentes de superficie com as lipoproteinas plasmaticas. As
apolipoproteinas recebidas passam a modular o metabolismo das
nanoemulsodes.

Diversos experimentos com a LDE ja foram realizados pelo nosso
grupo ( MARANHAO et al., 1994; MARANHAO et al., 1997; HIRATA et al.,
1999; PINTO et al., 2001; ADES et al, 2001; SANTOS et al., 20083;
HUNGRIA et al., 2004; NAOUM et al., 2004; PUK et al.,2004; MELO et al.,
2005; SANTOS et al., 2005, KETLIN et al., 2006). Foi demonstrado que a
remocao plasmatica da LDE é maior nos pacientes portadores de leucemia
mielocitica aguda, que apresentam aumento na expressao dos receptores
da LDL (MARANHAO et al., 1994). Em trabalho subsequente, estudos de
competicdo em linfécitos mostraram que a LDL natural compete com LDE
pela captacdo celular e sugerem que a remocado de ambas ocorre pelo
mesmo receptor especifico (MARANHAO et al., 1997). Em outros estudos,
a LDE foi injetada em individuos normolipidémicos e em portadores de
hipercolesterolemia (MARANHAO et al., 1997). Nestes pacientes, a LDE
foi removida muito lentamente da circulagcdo, o que mostrou o potencial da
nanoemulsdo como instrumento para investigagdo das dislipidemias. Em
estudo realizado com idosos, que possuem concentragdes aumentadas de
LDL, a remocéo da LDE foi mais lenta neste grupo quando comparados
aos jovens (PINTO et al., 2001). Na Beta-Talassemia, onde ocorre uma
diminuicdo da concentragdo de LDL, nossos estudos demonstraram que

estes pacientes removiam a LDE da circulagdo mais rapidamente quando
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comparados com individuos sem a doenca (NAOUM et al., 2004). Em
pacientes submetidos a transplante cardiaco, demonstramos que a
remocdo da LDE da circulagdo ocorreu mais lentamente quando
comparado com controles, sugerindo a presenca de um mecanismo
deficiente de remocdo da LDL, que deve ser uma das causas da
hipercolesterolemia, encontrada com freqiiéncia nesses pacientes (PUK et
al., 2004).

Esses resultados mostram a utilidade desta nanoemulsdo como um

modelo de estudo para mimetizar o metabolismo da LDL.
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2 .JUSTIFICATIVA

Os aspectos qualitativos da HDL, como tamanho, , capacidade de
causar efluxo, propriedades anti-oxidantes e anti-inflamatérias, ndo ligados
simplesmente a concentragcdo plasmatica das lipoproteinas, tém sido
enfocados com mais énfase na literatura (LAMARCHE et al., 1999; LIRA
et al., 2000; ASZTALOS et al., 2000; UINT et al, 2003; ASZTALOS,
SCHAEFER, 2003; KONTUSH, CHAPMAN, 2006; SVIRIDOV et al,
2006).

Em nosso laboratério, desenvolvemos metodologias originais
visando abordar parte dos aspectos qualitativos da HDL e suas relagdes
com a fisiopatologia. Foram desenvolvidos dois métodos um deles
objetivando avaliar o diametro das particulas de HDL e outro avaliar a
capacidade da HDL de receber colesterol e os outros lipideos. Os dois
métodos sao calcados em grande praticidade e permitem a analise de um
grande numero de casos.

Nesses aspectos qualitativos, destacamos a sua capacidade de
receber colesterol como o mais fundamental porque envolve o que talvez
sejam as mais cruciais acbes protetoras da HDL, a capacidade de fazer
transporte reverso — que certamente depende da capacidade da
lipoproteina de receber o colesterol e de estabilizar o “pool” de colesterol
— esterificando-0. Embora haja muitos estudos enfocando a capacidade da

HDL em promover efluxo celular de colesterol, o transporte de colesterol
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das outras classes de lipoproteinas para a HDL estd praticamente
inexplorado.

Em pacientes submetidos a transplante cardiaco nosso grupo ja
estudou e encontrou alteracées no metabolismo do quilomicron e da LDL
(VINAGRE et al., 2000; PUK et al., 2004). Neste grupo, os aspectos
quantitativos da HDL sao ainda controversos (BALLANTYNE et al. 1992;
BELLOTTI et al., 1996; PUK et al., 2004; BADIOU et al., 2005). Julgamos
agora ser importante enfocar parametros qualitativos da HDL envolvidos
no transporte reverso de colesterol.

Tendo em vista a etiologia multifatorial da DCT, a alta freqiiéncia
com que ela ocorre e a caracteristica de ser a principal causa de
morbidade e mortalidade no transplante a médio e longo prazo (GAO et
al., 1990; BOCCHI et al., 1994; PARK et al., 1996; BRUNNER-LA
ROCCA et al., 1998; RAMZY et al., 2005), os esforgos para controlar os
fatores envolvidos no seu desenvolvimento podem resultar em maior
sobrevida e melhora da qualidade de vida dos pacientes. Para isso, a
avaliacdo do circuito do transporte reverso do colesterol apdés o

transplante cardiaco pode ser de grande valia.
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3.0BJETIVO

Avaliar aspectos qualitativos da HDL, como o didmetro, a funcéo
anti-oxidante e a capacidade de receber lipideos, em pacientes
submetidos a transplante cardiaco para comparagdo com um grupo
controle, composto por individuos sadios normolipidémicos, pareados

por idade e sexo.



4 .CASUISTICA, MATERIAL E
METODOS
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4 .CASUISTICA,MATERIAL E METODOS

Casuistica

Os pacientes voluntarios foram selecionados no Ambulatério do
Instituto do Coragédo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (InCor- HC-FM-USP). Antes de
ingressarem no estudo, foi explicado aos participantes o objetivo do
projeto e os procedimentos aos quais eles seriam submetidos. Apds
essas informacbes, quando de acordo, 0s pacientes assinaram um
termo de consentimento pds-informado e passaram a fazer parte deste
estudo, cujo Protocolo de Pesquisa (637/04) foi analisado e aprovado,
em 24/07/2004, pela Comissdo de Etica em Pesquisas do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-

FM-USP).

- Grupo Transplante Cardiaco: Foram estudados 20 pacientes que se

submeteram ao transplante cardiaco devido a insuficiéncia cardiaca
terminal, em um periodo que variou de 7 meses a 14 anos. A média de
idade neste grupo foi de 51 + 11 anos e variou de 34 a 74 anos, sendo
16 pacientes do sexo masculino e 4 do sexo feminino. O IMC dos

participantes variou de 20 a 34 Kg/m? sendo a média 26 + 4 Kg/m?,
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enquanto a média encontrada na medida da cintura abdominal foi de 97
+ 9cm. Todos o0s pacientes se encontravam em regime de
imunossupressao com ciclosporina (125 a 250 mg/dia) ou prednisona
(2,5 a 5,0 mg/dia), azatioprina (25 a 100 mg/dia) ou micofenolato mofelil
(700 a 1500mg/dia) ou a combinacdo de dois ou mais deles. Os
pacientes também faziam uso de drogas hipolipémiantes (sinvastatina
de 10 a 20 mg/dia) e ndo tiveram a medicagdo suspensa. Trés
participantes (15%) tiveram doencga arterial coronaria como doenca de
base que os levou ao transplante. A doenca de base mais freqiente no
grupo estudado foi a Doenga de Chagas (45%), seguida de
miocardiopatia dilatada (35%). Os pacientes ndo apresentavam
disfungdo hepatica ou renal e ndo apresentavam quadro de rejeicao
quando submetidos ao estudo. Dos 20 participantes, 15 apresentaram
resultados de eco-estress de esforco, sendo 12 negativos e 3
inconclusivos; 2 apresentaram ecocardiograma inalterado e 3 nao

possuiam exames prévios.

- Grupo-Controle: Foram estudados 20 individuos normolipidémicos,

nao diabéticos, ndo hipertensos, sedentarios, ndo tabagistas e que nao
faziam uso frequiente de bebida alcodlica. A média de idade deste grupo

foi de 45 + 9 anos e variou de 34 a 68 anos, sendo 16 pacientes do sexo

masculino e 4 do sexo feminino. O IMC médio desse grupo foi de 25 + 3
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Kg/m? e vario de 21 a 30 Kg/m?. A cintura abdominal média desse grupo
foi de 92 + 10cm.
Os pacientes dos dois grupos foram pareados por idade, sexo e

IMC.

Determinacoes bioquimicas séricas

Ao ingressarem no estudo, foram realizadas nos participantes as
seguintes determinagdes bioquimicas: colesterol total e fragées (VLDL,
LDL e HDL), triglicérides, apo A-l e apo B, e glicose. As determinacdes
de colesterol total, HDL-colesterol, triglicérides e glicose foram
realizadas em soro. As determinacdes de Apo A-l e apo B foram
realizadas em plasma obtido com coleta de sangue em tubo com EDTA.

Amostras de sangue dos participantes, para todas as
determinagdes, foram coletadas no mesmo dia, apés jejum de 12 horas.

O colesterol total foi dosado pelo método colorimétrico-enzimatico
(CHOD / PAP) automatizado, com kit comercial Labtest (Labtest, Santa
Lagoa, MG, Brasil). O HDL-colesterol foi determinado pelo mesmo
método usado para o colesterol total, apdés a precipitacdo das
lipoproteinas que contém apo B (VLDL e LDL) pelo kit comercial Labtest
(Labtest, Santa Lagoa, MG, Brasil). O ftriglicérides e a glicose foram
dosados por método colorimétrico-enzimatico automatizado, com kit

comercial Labtest (Labtest, Santa Lagoa, MG, Brasil). As
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apolipoproteinas, apo A-l e apo B, foram dosadas, por
imunoturbidimetria automatizada, com kits comerciais Roche (Roche
Diagnostics, Indianapolis, I.N., USA).

O VLDL-colesterol e o LDL-colesterol foram calculados pela
formula de Friedewald [VLDL = triglicérides /5 ; LDL = colesterol total —
(HDL + VLDL)], uma vez que nenhum dos participantes apresentou
valores de triglicérides maiores que 400mg/dL (FRIEDEWALD; 1972).

No grupo Transplante Cardiaco, os niveis séricos de ciclosporina
foram obtidos por consulta ao prontuario dos pacientes, sendo que as
dosagens foram realizadas no laboratério do InCor - HC.FMUSP, por

imunoensaio monoclonal enziméatico automatizado.

Determinacao da atividade da PON1
Amostras dos pacientes foram coletadas, apés jejum de 12 horas,

em tubo seco e o soro foi obtido ap6s 10 minutos de centrifugacéo, &
3.000 rpm, em centrigufa Sorval RT7. A atividade da PON1 foi medida
pela adicdo de 500 pul de tampao Tris-HCI 0,1M e pH 8,05, contendo 2
mmol/L de CaCl, e 1,1 mmol/L de paraoxon (Sigma Chemical Co.) a 25uL
de soro. A amostra foi, entdo, distribuida em placa de 96 pocos fundo
chato, 200uL por pogo (em duplicata). A leitura foi feita em “Leitor de
Microplacas” (Microplate Reader, Benchmark, Bio-RAD) com comprimento

de onda de 405nm e temperatura de 37°C. Para o célculo da atividade,
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foram feitas 6 leituras em intervalos de um minuto cada. O resultado foi
obtido mutiplicando-se a média da variacdo das absorbancias pelo fator
descrito abaixo:

Célculo do Fator:

VIR(mL)

FATOR =
E 05 X VA(mL)x E(cm)

onde,
VTR (volume total da reacédo) = 525 uL (500 pL solugdo + 25 uL

Soro)

€405= 18050 L M" cm™ (Senti et al.. , 2003; Agachan et al.., 2004.)

VA (volume da amostra) = 25 uL

E (espessura do pogo da placa) = 1 cm

Substituindo-se os valores e ajustando-os para as unidades
internacionais temos:

Fator = 1163,43 nmol mL™"

Calculo da Atividade:
Atividade da Paraoxonase = Fator x Aabs/min = 1163,43 x Aabs
nmol min™" mL",

onde,
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Aabs = é média da variacdo das absorbancias medidas a cada 1

minuto.

Tamanho da HDL
O tamanho da HDL foi mensurado segundo a técnica descrita por

Lima e Maranhdo (2004). Amostras dos pacientes foram coletadas, apos
jejum de 12 horas, em EDTA (1,5¢/L) e o plasma foi obtido apés 10
minutos de centrifugacdo, 4 3.000 rpm, em centrigufa Sorval RT7. A
fracdo HDL foi obtida do plasma por precipitacdo quimica das fragdes
contendo apo B (VLDL, LDL), utilizando-se uma solugdo de
polietilenoglicol (PEG) 8000 (400 g/L), na proporcao, plasma/precipitante,
1:1 (v/v). O sobrenadante contendo HDL foi diluido em uma solugdo de
NaCl 10mmol/L e filtrado através de um filtro millipore® 0,22u. O diametro
da HDL (nm) foi obtido por espalhamento de luz, coletada em um angulo
de 909 utilizando o equipamento Laser Light Scattering (ZetaPALMS,
Brookhaven Instr. Corp., USA) e o software Big Particle Sizing, versao 2.34
(Brookhaven Instr. Corp., Holtsville, NY, USA). O resultado foi expresso

em média + desvio padrao obtido apés 5 leituras de 2 minutos cada.

Preparo da LDE
A LDE foi preparada segundo a técnica descrita por Ginsburg et

al. (1982) e modificada por Maranh&o et al. (1993). Em um frasco, foram
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pipetados 40 mg de fosfatidilcolina, 20 mg de éster de colesterol, 1,0 mg
de trioleina e 0,5 mg de colesterol, diluidos em cloroférmio/metanol (2:1).
Posteriormente foram adicionados 70 kBq de °H-éster de colesterol e
70kBq de '*C-fosfatidilcolina ou 70 kBq de *H-triglicérides e 70kBq de
4C-colesterol. Em seguida, a mistura foi secada sob fluxo de nitrogénio,
em banho-maria 37°C e mantida em dessecador a vacuo, por 16 horas,
a 4°C, para remogao dos solventes residuais. A mistura de lipidios
ressuspendida com tampao-tris HCI foi emulsificada por irradiagéo ultra-
sOnica de 125 watts de poténcia durante 3 horas, sob uma atmosfera de
nitrogénio, com temperatura variando de 51 a 55°C. Em seguida, a
nanoemulsdo foi purificada por duas etapas de ultracentrifugacédo e
esterilizada através de passagem em filtro Millipore ® 0,22 um de
diametro.

O procedimento de preparo das nanoemulsdes foi realizado em
capela de fluxo laminar. Todo o material utilizado foi esterilizado em
autoclave, 120°C e despirogenizado em estufa 180°C durante 90

minutos.

Transferéncia de colesterol, colesterol esterificado, triglicérides e
fosfolipides da LDE para a HDL
Amostras dos pacientes foram coletadas, apos jejum de 12 horas,

em EDTA (1,59/L) e o plasma foi obtido apés 10 minutos de
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centrifugacao, a 3.000 rpm, em centrigufa Sorval RT7. Foi incubado 50
uL da LDE marcada radiativamente com *H- colesterol esterificado e
14C-fosfatidilcolina ou ®H-triglicérides e '*C-colesterol com 200 pL de
plasma por 60 minutos, a 37°C, em agitador orbital Gyromax 706R, sob
agitacao de 40 rpm. Apds incubagao, foram adicionados a mistura 250uL
de reagente de precipitacdo de lipoproteinas contendo apo B (sulfato de
dextran 0,2%/ MgCly, 3M, v/v). A mistura foi agitada em vortex por 30
segundos e posteriormente centrifugada por 10 minutos a 3.000 rpm. A
fracdo HDL foi obtida apds precipitacdo da nanoemulsdao juntamente
com as lipoproteinas contendo apo B, com 250uL de dextran/MgCl,
(0,2% Dextran e 0,3mol/L MgCl,). Aliquotas de 250uL do sobrenadante,
contendo a HDL, foram pipetadas em frascos de cintilagdo. Foram
acrescentados a esses frascos, 5,0mL de solugdo cintiladora Ultima
Gold (PerkinElmer, Boston, USA) e, finalmente, a radioatividade
presente nas amostras foi quantificada em contador Beta (Liquid
Scintillation Analyzer, Packard 1600 TR, Palo Alto, CA) com a utilizagao
do software Plus Vers. 5.01 da Diamond Computers, para determinagcao
das contagens de 'C e °H das amostras. O branco para este
experimento consiste da mistura de 200uL de solugao tampao TRIS-HCI
e 50 pL de LDE, incubada e precipitada nas mesmas condicoes
descritas acima. O valor de radioatividade total presente na amostra foi

determinado pela incubacédo de 200uL de plasma com 50uL de LDE,
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seguida de incubagao, porém sem adicao de reagente de precipitacao.
A quantificagdo dos lipideos transferidos da LDE para HDL plasmatica
foi expressa como percentagem (%) em relacdo a radioatividade total
incubada.

Andlise estatisca

A idade, a medida da cintura abdominal e o IMC do grupo
Transplante Cardiaco foram analisados estatisticamente com os dados
encontrados no grupo Controle. O mesmo foi feito com as dosagens
bioquimicas de colesterol total, de VLDL-colesterol, de LDL-colesterol,
de HDL-colesterol, de triglicérides, de apo A-l e apo B séricas e de
glicose. A atividade da PON1, o didmetro da HDL e as taxas de
transferéncia dos lipideos da LDE para a HDL do grupo em estudo foram
também analisados estatisticamente com os resultados encontrados nos
individuos controle. Nesta andlise foi utilizado o teste “t” de Student,
quando os dados se apresentavam de forma Gauseana (paramétricos) e
o teste Mann-Whithney quando os dados n&o mostraram
comportamento Gauseano (ndo paramétricos).

Foi feita andlise de correlagao entre as taxas de transferéncia dos
lipidios para a HDL com os niveis séricos dos lipidios e da glicose, com
0s niveis plasmaticos das apolipoproteinas, com a atividade da PON1,
com o didmetro da HDL, com a idade, com a medida da cintura
abdominal, com o IMC e no grupo Transplante Cardiaco e Controle. No

grupo Transplante Cardiaco também foi feita andlise de correlagdo entre
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as taxas de transferéncia dos lipidios para a HDL com o tempo de
sobrevida apéds o transplante e os niveis séricos da ciclosporina. Todas
as andlises de correlagdo foram feitas pelo teste de Pearson ou de
Sperman dependendo da distribuicdo da amostra.

Em todas as comparagbes efetuadas, foram consideradas

significantes as diferencas que apresetaram p < 0,05.
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5.RESULTADOS

Determinacoes bioquimicas
A Tabela 3 mostra os valores da concentracdo plasmatica dos
lipidios, das apolipoproteinas e da glicose dos pacientes do grupo

Transplante Cardiaco e dos individuos do grupo Controle.

A concentracdo sérica de Triglicérides no grupo Transplante
Cardiaco foi maior do que a do grupo Controle. O mesmo foi observado
com a concentragdo de VLDL-colesterol e de glicose. Os niveis séricos
de HDL-colesterol do grupo Transplante Cardiaco mostraram-se
menores quando comparados aos niveis séricos do grupo Controle.

Nao foram constatadas diferencas entre 0s niveis séricos de
colesterol total do grupo Transplante Cardiaco quando comparados ao
grupo Controle, 0 mesmo ocorrendo com a LDL-colesterol.

A concentracdo plasmatica de Apo A-l e apo B do grupo
Transplante Cardiaco nao foram diferentes das concentragdes
encontradas no grupo Controle.

Determinacao do diametro da HDL e da atividade da PON 1
A Tabela 4 mostra o tamanho das particulas de HDL e os valores

da atividade da PON1 dos pacientes do grupo Transplante Cardiaco e

dos individuos do grupo Controle.
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O tamanho das particulas de HDL do grupo Transplante Cardiaco
mostraram-se menores quando comparados ao didmetro médio do
grupo Controle.

Nao foram constatadas diferencas entre a atividade da PON1 do

grupo Transplante Cardiaco quando comparados ao grupo Controle.

Taxa de transferéncia de colesterol, éster de colesterol, triglicérides e
fosfolipides da LDE para a HDL

A Tabela 5 mostra os valores das taxas de transferéncia do
colesterol, éster de colesterol, triglicérides e fosfolipides da LDE para a
HDL dos pacientes do grupo Transplante Cardiaco e dos individuos do
grupo Controle.

Na Tabela 5, verifica-se, que a taxa de transferéncia do '*C-
colesterol do grupo Transplante foi menor que a do grupo Controles. O
mesmo ocorreu com a taxa de transferéncia do *H-éster de colesterol.

Nao foram constatadas diferencas entre as taxas de transferéncia
do ®H-triglicérides do grupo Transplante Cardiaco quando comparados
ao grupo Controle, o mesmo ocorrendo com a taxa de transferéncia do

14C-fosfolipide.

Como demonstrado na Tabela 6, a taxa de transferéncia do '*C-
colesterol do grupo Transplante Cardiaco se correlacionou

positivamente com a taxa de transferéncia do *H-triglicérides e do '*C-
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fosfolipide. Houve também uma correlagdo positiva entre a taxa de
transferéncia do *C-colesterol deste grupo e a concentracdo plasmatica
de apo A-l e o tempo de transplante. Foi encontrada uma tendéncia, nao
comprovada estatisticamente, desta taxa se correlacionar de forma
positiva com a taxa de transferéncia do *H-éster de colesterol. N&o
houve correlacdo, no grupo Transplante Cardiaco entre a taxa de
transferéncia de '“C-colesterol e o tamanho da HDL e atividade da
PON1. Também n&o foi encontrada correlacdo entre esta taxa e os
valores de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, VLDL-
colesterol, triglicérides , apo B, glicose e ciclosporina. A idade, o IMC e
a medida da cintura abdominal também nao se correlacionaram com a
taxa de transferéncia do '*C-colesterol do grupo Transplante Cardiaco.
Também demonstrado na tabela 6, a taxa de transferéncia do
3H-éster de colesterol do grupo Transplante Cardiaco se correlacionou
positivamente com a taxa de transferéncia do >H-triglicérides. Houve
correlagdo positiva também entre a taxa de transferéncia do *H-éster de
colesterol deste grupo e os valores de colesterol total, LDL-colesterol e
apo B. Como descrito acima, houve uma tendéncia de correlagdo
positiva com a taxa de transferéncia do '*C-colesterol. Nao houve
correlagdo, no grupo Transplante Cardiaco, entre e a taxa de
transferéncia do *H-éster de colesterol e a taxa de transferéncia do '*C-
fosfolipides, o tamanho da HDL e a atividade da PON1. Também no foi

encontrada correlagdo entre a taxa de transferéncia do °H-éster de
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colesterol e as concentracbes plasmaticas de HDL-colesterol, VLDL-
colesterol, triglicérides, glicose, apo A-l e ciclosporina. A idade, o IMC, a
medida da cintura abdominal e tempo de transplante, deste grupo
também ndo se correlacionaram com a taxa de transferéncia do *H-éster
de colesterol.

Como mostra a Tabela 7, a taxa de transferéncia do °H-
triglicérides do grupo Transplante Cardiaco se correlacionou
positivamente com a concentragdo sérica de colesterol total, LDL-
colesterol, apo A-1 e apo B, além das correlacbes com as taxas de
transferéncia do '*C-colesterol e do ®H-éster de colesterol ja citadas
acima. Nao houve correlagdo entre a taxa transferéncia do 3H-
triglicérides e a taxa de transferéncia do '*C-fosfolipide, o tamanho da
HDL e a atividade da PON1. Nao houve correlagdo também entre a taxa
de transferéncia do °H-triglicérides deste grupo e as concentragdes de
HDL-colesterol, VLDL-colesterol, triglicérides, glicose e ciclosporina. Nao
houve ainda correlacdo entre esta taxa de transferéncia e a idade, o
IMC, a medida da cintura abdominal e o tempo de transplante.

Também demonstrado na tabela 7, a taxa de transferéncia do
4C-fosfolipide se correlacionou, e de forma positiva, somente com a
taxa de transferéncia de '*C-colesterol, ja citada acima. Houve uma
tendéncia, ndo confirmada estatisticamente, da taxa de transferéncia do
4C-fosfolipide se correlacionar com a dosagem plasmatica da apo A-l e

o IMC. A taxa de transferéncia do *C-fosfolipide ndo se correlacionou
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com o tamanho da HDL, com a atividade da PON1, com os valores de
colesterol total, HDL-colesterol, LDL- colesterol, VLDL-colesterol,
triglicérides, apo B, glicose e ciclosporina, assim como com a idade, a
medida da cintura abdominal e o tempo de transplante.

No grupo Controle foram encontradas correlagbes, todas
positivas, entre a taxa de transferéncia do '“C-colesterol e a taxa de
transferéncia do ®H-triglicérides e a concentragdo de HDL-colesterol. A
taxa de transferéncia °H-éster de colesterol se correlacionou
positivamente com a taxa de transferéncia de °H-triglicérides. Ainda
neste grupo a taxa de transferéncia de *H-triglicérides e a taxa de
transferéncia de '*C-fosfolipide se correlacionaram com a concentragéo

de coleaterol total, LDL-colesterol e apo B.
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Tabela 3-Concentragdes plasmaticas dos lipidios, apolipoproteinas e

glicose dos grupos Transplante Cardiaco e Controle.

DETERMINACOES CONTROLE TRANSPLANTE P
BIOQUIMICAS (n=20) CARDIACO
(n=20)

Colesterol total (mg/dL) 173 £30 165 + 31 NS
HDL-colesterol (mg/dL) 52 +13 44 + 11 0,01
LDL-colesterol (mg/dL) 98 +17 89 + 22 NS
VLDL-colesterol (mg/dL 197 32+13 0,001
Triglicérides (mg/dL) 94 + 35 159 + 63 0,001
Apo A-l (mg/dL) 140 £ 23 143 £ 30 NS
Apo B (mg/dL) 75+18 82 + 23 NS
Glicose (mg/dL) 86+10 104 £ 20 0,0008

Dados expressos em média + desvio padrao
Abreviaturas : Apo A-l= apolipoproteina A-1; Apo B= apolipoproteina B;
NS = ndo significativo.
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Tabela 4- Tamanho das particulas de HDL e a medida da atividade da

PONT1 nos grupos Transplante Cardiaco e Controle

PARAMETROS GRUPOS P
CONTROLE TRANSPLANTE CARDIACO
(n=20) (n=20)
Tamanho da HDL (nm) 9,0+1,2 8,8+0,6 0,047
PON 1 (nmol min™ mL™) 75 +37 87 +47 NS

Dados expressos em média + desvio padrao
Abreviaturas: PON 1 = paraoxonase 1; NS = nao significativo

Tabela 5- Taxas de transferéncia do colesterol, éster de colesterol,

triglicérides e fosfolipide da LDE para a HDL nos grupos Transplante Cardiaco

e Controle
TAXA DE TRANSFERENCIA GRUPOS p
CONTROLE TRANSPLANTE
(n=20) CARDIACO
(n=20)

“C-colesterol (%) 9,7+1,9 8,4+12 0,045
SH-éster de colesterol (%) 47 +1,2 3,8+0,6 0,003
3H-triglicérides (%) 6,8 1,3 7,2+0,9 NS
14C-fosfolipide (%) 25,8 +2,8 26,3 £ 1,1 NS

Dados expressos em média + desvio padrao
Abreviaturas: NS = nao significativo
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Tabela 6- Correlacdo entre as taxas de transferéncia do colesterol (**C-
CL) e do colesterol esterificado (*H-CE) radioativos e o tamanho da HDL, a
atividade da PON1, o perfil lipidico, a concentracao das apolipoproteinas, da
glicose e da ciclosporina, a idade, o indice de massa corpérea, a medida da
cintura abdominal e o tempo de transplante no grupo Transplante Cardiaco.

PARAMETROS 1%C-CL (%) *H-CE (%)
r Y r p

C-colesterol - ____ 04100 10,0726
3H-éster de colesterol (%) 0,4100 0,0726

3H-triglicérides (%) 0,7173 0,0004 0,6796 0,0010
14C-fosfolipide (%) 0,5357 0,0149 0,1896 0,4233
Tamanho da HDL (nm) -0,1379 0,6104 0,0689 0,7999
PON 1 (ver unidade) -0,2199 0,3656 0,1246 0,5037
Colesterol total (mg/dL) 0,3879 0,0910 0,5880 0,006
HDL-c (mg/dL) 0,3462 0,1349 -0,0744 10,7552
LDL-c (mg/dL) 0,3609 0,1179 0,4972 0,026
VLDL-c (mg/dL) 0,0261 0,9131  0,2940 0,2109
Triglicérides (mg/dL) 0,0214  0,9287 0,2906 0,2139
Apolipoproteina A-I(g/L) 0,4712 0,0417 0,0379 0,8776
Apoliporoteina B (g/L) 0,0219 0,9289 0,6397 0,003
Glicose (mg/dL) 0,2225 0,3457 0,3770 0,1013
Ciclosporina A (ng/mL) -0,1369 0,6132 0,2250 0,4020
|dade 0,1544 0,5158 -0,1158 0,6269
IMC -0,2724  0,2453 0,3264 0,1601
Cintura abdominal -0,2199 0,2734 0,1246 0,6008
Tempo de transplante 0,4997 0,0411 -0,0083 0,9749

Dados expressos como coeficiente de correlacao (r) de Sperman
Abreviaturas : HDL-c = colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c=
colesterol da lipoproteina de baixa densidade; VLDL-c = colesterol da
lipoproteina de muito baixa densidade; IMC = indice de massa corpérea
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Tabela 7- Correlagdo entre as taxas de transferéncia do triglicérides
(°*H-TG) e do fosfolipide (**C-PL) radioativos e o tamanho da HDL, a
atividade da PON1, o perfil lipidico, a concentracao das apolipoproteinas, da
glicose e da ciclosporina, a idade, o indice de massa corpérea, a medida da
cintura abdominal e o tempo de transplante nos grupos transplante cardiaco

e controle.
PARAMETROS °*H-TG “c-PL
r P r P

4C-colesterol (%) 0,7173 0,0004 0,5357  0,0149
3H-éster de colesterol (%) 0,6796 0,0010 0,1896 0,4233
3H-triglicérides (%) - _ 0,3472 0,1337
14C-fosfolipide (%) 0,3472  0,1337 o o

Tamanho da HDL (nm) -0,0395 0,8846 0,0528 0,8461
PON 1 (ver unidade) 0,0084 0,9728 -0,2840  0,2387
Colesterol total (mg/dL) 0,6336 0,0027 0,1896 0,4234
HDL-c (mg/dL) 0,2497  0,2883 0,3448 0,1365
LDL-c (mg/dL) 0,5635 0,0097 0,1592 0,5027
VLDL-c (mg/dL) 0,3576  0,1216 0,1076 0,6516
Triglicérides (mg/dL) 0,3520 0,1280 0,1167 0,6243
Apolipoproteina A-1(g/L) 0,4854 0,0351 0,4531 0,0514
Apoliporoteina B (g/L) 0,5332 0,0187 -0,0523 0,8316
Glicose (mg/dL) 0,2332 0,5198 -0,0766  0,7482
Ciclosporina A (ng/mL) -0,0879  0,7461 -0,2504  0,3496
|dade 0,0440 0,8537  0,1640 0,4896
IMC 0,0202 09326 -0,4025 0,0785
Cintura abdominal -0,0386 0,8715 -0,1176 0,6214
Tempo de transplante 0,1529  0,3677 0,3223 0,2071

Dados expressos como coeficiente de correlacao (r) de Sperman
Abreviaturas : HDL-c = colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c=
colesterol da lipoproteina de baixa densidade; VLDL-c = colesterol da
lipoproteina de muito baixa densidade; IMC = indice de massa corporea
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6. DISCUSSAO

A concentragdo plasmatica da HDL é determinada pelo balango
entre a producao dos seus precursores e sua remogao do plasma, seja
pela captacdo da HDL pelo receptor B/E ou pela captacao seletiva dos
seus constituintes pelo receptor SRB-BI.

Neste trabalho e em outros estudos (GAO et al, 1987; BADIOU et
al.,, 2005) observou-se que os pacientes com transplante cardiaco
apresentavam menor concentragdo de HDL-colesterol, quando
comparados aos controles. A menor concentragdo de HDL-colesterol
pode ser oriunda tanto da maior remocao desta lipoproteina da
circulagdo quanto da menor formacdo de seus precursores. Em
trabalhos anteriores, nosso grupo constatou que, ao injetar uma
nonanoemulséo rica em triglicérides semelhante aos quilomicrons, os
pacientes submetidos a transplante cardiaco apresentavam menor
remocao plasmatica dos quilomicrons e também menor atividade de
lipdlise de triglicérides pela LLP (VINAGRE et al., 2001). Como
conseqliéncia da menor lipélise do quilomicron, ha uma menor liberagao
dos remanescentes de superficie: fosfolipide, colesterol e
apolipoproteina, que sao os precursores da HDL (EISENBERG, 1984;
WANG; BRIGGS, 2004). Este fato pode ter contribuido para a
diminuicdo da concentracao desta lipoproteina nos pacientes

transplantados.
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Em concordancia com outros trabalhos (SUPERKO et al., 1990;
VINAGRE et al., 2001; BADIOU et al., 2005; SVIRIDOV et al., 2006),
este estudo constatou maiores concentragdes de triglicérides e VLDL-
colesterol no grupo Transplante Cardiaco. A menor atividade da LLP
encontrada nesses pacientes (SUPERKO et al.,, 1990; VINAGRE et al.,
2001) pode também explicar este achado. Isto se deve ao fato que a
atividade deficiente da LLP resulta em menor lipdlise da VLDL e, como
consequUéncia, em catabolismo mais lento desta lipoproteina. Como
resultado desse processo tém-se maior concentragdo plasmatica tanto
da VLDL quanto dos triglicérides, que, no jejum, estdo presente
principalmente na particula de VLDL. Além de favorecer a permanéncia
da VLDL por mais tempo na circulagado, a menor lipélise da VLDL resulta
também em menor formagédo de precursores de HDL (RASHID et al.,
2003), o que contribui para a triade encontrada neste estudo: uma
menor concentracdo de HDL-colesterol juntamente com uma maior
concentracdo de VLDL-colesterol e triglicérides.

Tem sido demonstrado que o aumento da concentracdo dos
triglicérides estd associado ao enriquecimento do nucleo da HDL com
triglicérides (LAMARCHE et al., 1999; RASHID et al., 2003). Estudos tém
sugerido que as particulas de HDL enriquecidas com triglicérides sofrem
maior lipdlise intravascular pela LH, resultando em clearance acelerado
destas particulas, 0 que acarreta em diminuicdo do colesterol de HDL

(NEWNHAM et al, 1991; HOROWITZ et al, 1993; LAMARCHE et al.,
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1999). Foi demonstrado em pacientes com transplante cardiaco, aumento
de aproximadamente duas vezes na atividade da LH (SUPERKO et al.,
1990). Portanto, esse conjunto de resultados da suporte a menor
concentracdo de HDL-colesterol no Grupo Transplante encontrada no
presente estudo.

A medicacdo imunossupressora utilizada para controlar os
episodios de rejeicdo pds transplante pode também ter contribuido para
alteragdes de perfil lipidico encontradas neste estudo. O uso de
corticoesterdides, por exemplo, auxilia no desenvolvimento de
hiperlipidemia (LINDENFELD et al, 2004) por aumentar a sintese
hepatica de VLDL e, consequentemente, aumentar as concentragdes de
VLDL-colesterol e triglicérides (BECKER et al., 1988; RENLUND et al.,
1989). A ciclosporina, imunossupressor frequentemente utilizado pelos
pacientes transplantados, pode também ter contribuido para a
dislipidemia encontrada por diminuir a atividade da LLP e aumentar a
atividade da LH (SUPERKO et al., 1990). Como discutido acima, essas
alteracdes também aumentam os nivies séricos de VLDL-colesterol e
triglicérides e diminuem os niveis de HDL-colesterol.

Além de alteragbes no  metabolismo lipidico, os
imunossupressores pertencentes a classe dos corticoesteroides
contribuem também para o desenvolvimento da resisténcia a insulina
(MENEGAZZO et al., 1998; LINDENFELD et al., 2004). Deste modo, os

corticoesterbides podem também ser o0s responsaveis pela maior
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concentracao plasmatica de glicose encontrada no grupo Transplante
Cardiaco, uma vez que metade desses pacientes fazia uso dessa
medicacao.

A frequéncia de alteracbes no perfil lipidico de pacientes
submetidos a transplante cardiaco é alta. Alguns estudos sugerem que
apdés o primeiro ano de transplante as alteragbes lipidicas chegam a
aproximadamente 40% (AKHLAGHI et al., 2002), podendo acometer
80% dos pacientes (STAMLER et al., 1988; PERRAULT et al., 1999).
Tem sido demonstrado que a presenca de dislipidemias, entre elas a
elevacdo do VLDL-colesterol e triglicérides e a diminuicdo da HDL-
colesterol, sao fatores predisponentes para o desenvolvimento da DCT
(PERRAULT et al., 1999; VALANTINE et al., 2001; AMBROSE et al.,
2006).

No que se constitui um dos pontos principais da “hipotese lipidica”
da aterogénese, a concentracdo plasmatica da HDL correlaciona-se
negativamente com a incidéncia da DAC (BABIAK et al., 1987; KIMATA
et al, 1997; BISHOP et al, 2000; SHARRET et al, 2001;
HERSBERGER; VON ECKARDSTEIN, 2005; RADER, 2007). Este efeito
protetor resulta de varias agdes da HDL, que incluem: efeito
antioxidante, antinflamatério e antitrombdético, além do papel maior no
transporte reverso do colesterol (SVIRIDOV; NESTEL, 2002; RADER,
2002; BATER et al., 2003; MEYERS; KASHYAP, 2004; LESNIK;

CHAPMAN, 2006; MINEO et al., 2006; NEGRE-SALVAYRE et al., 2006;
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RADER, 2007). O efeito antioxidante da HDL foi avaliado neste estudo
pela medida da atividade da enzima PON1 e nao foram encontradas
diferengcas entre a atividade desta enzima no grupo Transplante
Cardiaco quando comparado ao Controle. Apesar de ser importante na
prevencdo da oxidacado dos lipideos (DURRINGTON et al., 2001), a
concentragdes da PON1 in vivo varia em até 40 vezes dentro da mesma
populacao (COSTA et al, 2005) e esta variagdo pode ter sido o
interferente para o fato de ndo termos encontrado diferencas entres os
grupos estudados.

Como mencionado acima, a HDL tem um papel maior no
“transporte reverso de colesterol” evitando que o colesterol se acumule
nas células, o que seria prejudicial a homeostase.

Um aspecto da agao da HDL pouco explorado na literatura é o seu
efeito na estabilizacao do “pool” plasmatico de colesterol. O colesterol
existe no organismo em duas formas, a forma livre e a forma esterificada.
A forma livre do colesterol, situada na camada superficial da particula da
lipoproteina, € mais instdvel do que sua forma esterificada e pode
dissociar-se com facilidade das lipoproteinas e difundir-se no meio aquoso
plasmatico. A forma éster do colesterol, situado no centro da lipoproteina,
€ mais estavel e depende da CETP para deslocar-se de uma lipoproteina
para outra (GARRET; GRISHAM, 1995). Ao promover a esterificacdo do
colesterol recebido das outras classes de lipoproteinas ou das membranas

celulares, a HDL o transforma em uma forma quimica mais apolar. As
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moléculas de colesterol passam da superficie para o centro das particulas
de lipoproteinas. Desta maneira, o colesterol é sequestrado para o “pool
mais estavel”, evitando sua difusdo para o meio plasmético de onde pode,
facilmente, devido a baixa solubilidade em meio aquoso, precipitar-se na
parede arterial.

Em trabalho de nosso laboratério, foram estudadas a captacao de
colesterol livre e sua forma éster em fragmentos arteriais e venosos de
pacientes com DAC (COUTO et al., 2007). Um dia antes da cirurgia de
revascularizacdo, foi injetada nesses pacientes LDE marcada com
colesterol e éster radioativos. Como resultado, foi encontrado maior
captacdo de colesterol na forma livre que na sua forma esterificada,
confirmando a hipétese de que o colesterol na forma éster € menos
aterogénico. Pode-se supor, portanto, que haja situacdes onde
mecanismos de menor eficiéncia na captacdo e na esterificacdo de
colesterol resultem em maior predisposicao para aterosclerose.

No presente trabalho, os pacientes com transplante cardiaco
apresentaram diminuicdo na transferéncia de colesterol da LDE para
HDL. Isto pode ser sugestivo de que haja um déficit na funcao principal
da HDL, que é a captagdo de colesterol e o seu transporte para os
tecidos hepéticos. Além do mais, embora a LCAT néo esteja alterada no
pbs-transplante cardiaco (SVIRIDOV, 2006), a menor captacdo de
colesterol gera uma menor quantidade de substrato para a LCAT. Como

consequéncia, hd menor quantidade de colesterol sendo esterificado



Discussao 76

resultando em menor transferéncia do colesterol do “pool instavel” para
0 “pool estavel.

Foi também evidenciado no Grupo Transplante Cardiaco menor
transferéncia de éster de colesterol da LDE para a HDL. A transferéncia
de lipideos sofre influéncia das proteinas de transferéncia e da
concentracdo e composi¢ao dos lipideos nas lipoproteinas doadora e
receptora (GLOMSET, 1970; MARCEL et al., 1980; EISEMBERG et al.,
1984). Estudos tém demonstrado que a hipertrigliceridemia acarreta em
aumento da quantidade de triglicérides no nucleo da HDL (LAMARCHE
et al, 1999; RASHID et al, 2003). O aumento na relagao
triglicérides/éster de colesterol no nucleo da HDL esta associada com a
diminuigdo da transferéncia de éster de colesterol para a HDL, como
visto por Sparks et al. (1988). Como o aumento da concentracido sérica
de triglicérides esta presente no grupo submetido a transplante, estes
trabalhos podem explicar a menor taxa de transferéncia de éster de
colesterol para HDL encontrada. Levando em conta a participacdo das
proteinas de transferéncia na trocas de lipideos entre as lipoproteinas, foi
demonstrado por Sviridov et al. (2006) que a CETP esta diminuida nos
pacientes com transplante cardiaco. O uso de inibidores da HMGCoA-
redutase no tratamento pdés-transplante € freqiente e, segundo alguns
autores, diminui a atividade da CETP (NAPOLI et al., 1998; GUERIN et
al., 1999; KOTAKE et al., 2002; FORRESTER, et al., 2004; SVIRIDOV et

al., 2006). Forrester et al. (2004) mostraram que as estatinas diminuem a
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atividade da CETP de 5 a 10%. Como os pacientes transplantados do
presente estudo faziam uso dessa medicacao e a transferéncia de éster
de colesterol é mediada pela CETP, este conjunto de dados também
pode explicar a menor transferéncia de éster de colesterol encontrada
neste grupo. Embora a CETP também atue na troca de triglicérides entre
HDL e as lipoproteinas que contém apo B (LEWIS; RADER, 2006), ndo
foi observado diminuigdo na transferéncia deste lipideo entre os grupos
estudados. Este dado demonstra que ndo é somente a proteina de
transferéncia que determina a troca de lipideos entre as lipoproteinas.
Outros fatores como a composicao lipidicas das lipoproteinas doadora e
receptora, podem atuar no processo de transferéncias de lipideos. Neste
contexto, Kotake et al. (2002) discutem que além do efeito das estatinas
sobre a CETP, a transferéncia de lipideos entre HDL e lipoproteinas que
contem apo B também depende da massa de cada lipoproteina.

Os imunossupressores sao outro grupo de medicamentos que
poderia interferir no processo de transferéncia de lipideos. Essa
interferéncia seria decorrente do fato destes medicamentos, entre eles a
ciclosporina, serem transportados na circulagdo associados a HDL e
LDL, e sua transferéncia facilitada pela CETP (KWONG; WASAN, 1999;
WASAN et al., 2002). Alguns estudos (WASAN et al., 1998; KWONG et
al.,, 2000; WASAN et al., 2002) demonstraram que a CETP tem a

capacidade de transportar separadamente, lipideos e medicamentos. Por
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isso, podemos sugerir que a transferéncia de lipideos no presente estudo
nao sofreu interferéncia da acdo de imunossupressores.

E interessante ressaltar que nos pacientes submetidos a transplante
cardiaco houve correlagdo positiva entre as taxas de transferéncia de
colesterol e a taxa de transferéncia de fosfolipide. Essa correlagdo néao
deve ser resultado do estado pos-transplante, uma vez que o grupo
Controle apresentou tendéncia de correlagdo positiva entre as mesmas
taxas de transferéncia. Embora em intensidade diferente, a transferéncia
de colesterol e de fosfolipide ocorrem por meio de mecanismos
semelhantes. Esta relacdo pode ser exemplificada por: a transferéncia
de ambos os lipideos sofrem acao da PLTP, embora o colesterol também
possa ser transferido por difusdo passiva (O'BRIEN et al., 2003); a
lipdlise de lipoproteinas ricas em triglicérides promove a liberagdo tanto
de fosfolipide quanto de colesterol, remanescentes de superficie (WANG;
BRIGGS, 2004); o efluxo celular do fosfolipide e do colesterol para a
HDL, ocorre numa mesma direcdo, sendo que o efluxo do colesterol é
estimulado pelo efluxo de fosfolipide (WANG; BRIGGS, 2004).

Ainda com relacdo a taxa de transferéncia de colesterol, observamos
correlacao positiva entre as taxas de transferéncia de colesterol e a taxa
de transferéncia de triglicérides em ambos os grupos estudados. Esta
correlagdo pode representar a funcdo da HDL no transporte reverso de
colesterol que inclui: captagdo de colesterol na forma livre, esterificagéo

desse colesterol via LCAT e posterior troca do colesterol esterificado por
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triglicérides com as demais lipoproteinas plasmaticas (EISENBERG,
1984). Com isso, podemos sugerir que quanto mais colesterol é captado
pela HDL, mais colesterol esterificado € gerado e, conseqlentemente,
mais triglicérides é recebido pela HDL em troca deste colesterol.

No grupo Transplante Cardiaco foi observado também correlagéo
positiva encontrada entre a taxa de transferéncia de colesterol e o tempo
de transplante cardiaco. Neste caso ndo temos subsidios para afirmar
qual seria a influéncia do tempo de vida apds transplante na taxa de
transferéncia deste lipideo.

Outro achado de interesse deste estudo refere-se a correlacdo da
taxa transferéncia do éster de colesterol e a taxa transferéncia de
triglicérides tanto no grupo Transplante Cardiaco quanto no grupo
Controle. Ambos sao lipideos hidrofobicos que necessitam da presenca
de proteinas especializadas para se deslocarem entre as lipoproteinas.
Neste caso, tanto o éster de colesterol quanto o triglicérides sao
transportados via CETP (STEIN; STEIN, 2005) e, por conseguinte,
obedecem a mesma relacao de transferéncia.

Tanto a taxa de transferéncia de éster de colesterol quanto a taxa de
transferéncia de triglicérides se correlacionaram positivamente com as
concentracoes de colesterol total, LDL-colesterol e apo B nos pacientes
com transplante. A concentragéo total de colesterol é representada em
sua maior parte pela concentracdo de LDL-colesterol, assim como a

concentracao de apo B representa o niumero de particulas de LDL, pelo
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fato de cada LDL possuir somente uma unica apo B. Desta forma,
podemos explicar a correlagdo acima levando em consideragdo somente
a concentragdo de LDL-colesterol. As principais trocas de lipideos entre a
LDL e a HDL sao as trocas de triglicérides e colesterol esterificado
(LEWIS; RADER, 2006). Deste modo, poderiamos esperar que a maior
concentracdo de LDL-colesterol estivesse correlacionada com maior
troca de ambos os lipideos. No grupo Controle foi observado essa
mesma correlacdo somente com a taxa de transferéncia de triglicérides,
mas ndo com a taxa de este de colesterol. Isto talvez seja decorrente do
fato da HDL receber da LDL principalmente triglicérides, enquanto a
transferéncia de éster de colesterol da LDL para a HDL ocorre em
propor¢cao bem menor.

No grupo com transplante cardiaco foi observada correlagcao positiva
entre as taxas de transferéncia de colesterol livre e triglicérides com a
concentracao de apo A-l. Como a apo A-1 é a principal apolipoliproteina
da HDL, representando o numero de particulas, este resultado nos
mostra que a transferéncia tanto do colesterol quanto do triglicérides no
grupo transplante esta vinculada ao numero de particulas de HDL.

Com relagdo ao menor didmetro das particulas de HDL, encontrado
nos pacientes com transplante cardiaco, podemos sugerir que este
resultado seja decorrente da maior atividade de lipolise da HDL pela LH,
a qual foi descrita como aumentada nos pacientes submetidos a

transplante cardiaco (SUPERKO et al, 1990). Como visto por
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LAMARCHE et al. (1999) a maior lip6lise intravascular da HDL pela LH
forma particulas menores e mais densas. Além disso, como discutido
anteriormente, no presente estudo foi encontrado menor transferéncia de
colesterol para a HDL. Levando em consideracdo que um dos principais
constituintes do nucleo das HDLs é o éster de colesterol, a menor
captacao de colesterol e, conseqientemente, menor formacao de éster
de colesterol pode também ter influenciado para a formagao de particulas
de menor didametro. Muitos estudos tém evidenciado que as HDLs de
maior tamanho sdo mais ateroprotetoras do que as de menor tamanho
(MILLER, 1987; BALLANTYNE et al, 1989; AUSTIN et al, 1990;
DREXEL et al, 1992; PARRA et al., 1992; ASZATALOS et al., 2005;
BARTER; RYE, 2006). Desta forma, podemos sugerir que 0s pacientes
submetidos a transplante cardiaco estdo mais susceptiveis ao
desenvolvimento de um processo aterosclerotico.

Embora tenha sido evidenciado um quadro aterosclerético pré-
transplante em 3 pacientes estudados, ao se repetir a analise dos
resultados com a exclusdo destes pacientes, ndo foi encontrada
diferengcas em nenhum parametro analisado.

Apesar de termos detectado um quadro pro-aterogénico nos
pacientes com transplante cardiaco representado por: maiores
concentracdes de VLDL- colesterol, triglicérides e glicemia e menores

concentragcdes de HDL-colesterol, diametro das particulas de HDL e
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transferéncia de colesterol, isso ndo nos permite dizer que esses
pacientes ja tenham desenvolvido a DCT.

A funcao da HDL no transporte reverso de colesterol envolve trocas
de lipideos entre lipoproteinas. Levando em consideracdo que a
capacidade em receber lipideos de outras lipoproteinas seja a
caracteristica fundamental da HDL, podemos dizer que o resultado do
presente estudo mostra que os pacientes submetidos a transplante
apresentam diminuicdo desta habilidade e, consequentemente, uma
alteragd@o no circuito do transporte reverso do colesterol. Por se tratar de
lipoproteina com funcdo anti-aterogénica, essa alteracdo pode ser
importante na génese da DCT.

Como limitacbes do presente estudo, observamos que na
situacdo “in vitro” alguns fatores atuantes no organismo sao
eliminados, como a acao da LLP, o contato da HDL com as células,
quando a lipoproteina progressivamente se enriquece de colesterol,
entre outros. Como o processo de transferéncia lipidica é bidirecional,
o0 ganho de lipideos pela HDL n&o significa necessariamente
enriquecimento da lipoproteina, j& que esta, simultaneamente, pode
estar também doando os lipideos para outra classe lipoprotéica. Um
outro aspecto € que os pacientes com transplante estdo em uso de
varias medicacdes que ndo podem ser retiradas tendo em vista a
execugao de protocolos experimentais, de forma que nao € possivel

discriminar os efeitos dessas medicagdes que podem interferir no
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metabolismo lipidico. Nesta situacéo, o transplante é indissociavel do
manejo terapéutico subsequiente e assim o paciente deve ser enfocado
tendo em vista as implicagdes fisiopatoldgicas do procedimento.

Nos pacientes submetidos a transplante cardiaco avaliamos
anteriormente o metabolismo das lipoproteinas pds-prandiais (VINAGRE
et al., 2001) e o metabolismo da LDL (PUK et al., 2004). O presente
trabalho complementa este esforco com a observacdo do metabolismo
da HDL, sob o prisma dos movimentos de lipideos que sao parte
integrante deste metabolismo. Como vimos, observamos alteragdes em
todos os circuitos metabdlicos estudados, o que deve contribuir para a
suscetibilidade dos pacientes transplantados de desenvolver o processo
aterosclerdtico.

A DCT tem carater multifatorial e todos os esfor¢cos no sentido de
controlar os fatores envolvidos na sua génese podem contribuir para

uma maior sobrevida e qualidade de vida desses pacientes.
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7. CONCLUSAO

Nos pacientes submetidos a transplante cardiaco a capacidade
da HDL em receber colesterol e éster de colesterol esta diminuida, bem
como o tamanho das particulas da lipoproteina. Isto pode acarretar
distarbios na funcdo da lipoproteina, como o transporte reverso de
colesterol, predispondo o paciente a desenvolver processos de natureza
aterogénica. Por outro lado, a atividade da enzima antioxidante PON 1,

associada a HDL, néo esté alterada nesses pacientes.
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