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RESUMO

Introducao: a cirurgia cardiaca é um procedimento agressivo de importante
impacto no endotélio vascular. O contato do sangue com o circuito
extracorpéreo, a isquemia/lesdo de reperfusdo e o trauma cirdrgico estao
associados com mudanga do ambiente de homeostase para estado
protrombético de disfuncdo endotelial, com alteracdo da funcdo das HDL e
enzimas relacionadas. Métodos: foram avaliados 15 pacientes de ambos os
sexos, entre 21 e 75 anos, admitidos no Hospital Ana Neri, submetidos a
cirurgia de Revascularizagdo Miocardica (RM) com Circulagdo Extracorporea
(CEC), selecionados por conveniéncia. Todas as determinagbes laboratoriais
foram realizadas antes e depois da CEC. Resultados: houve diminuicdo da
atividade da paraoxonase e aumento da atividade total da peroxidase
enddgena apds o evento da CEC. As taxas de incorporacao do colesterol livre
(CL) nas HDL nao foram diferentes quando comparadas antes e depois da
CEC, enquanto que as concentracbes das apolipoproteinas A e B foram
maiores antes da CEC. As razdes de risco cardiovascular, apoB/apoA e
TG/HDL-C, foram respectivamente, maior em relagéo aos valores de referéncia
e significativamente diferentes (p = 0,0007) apés a CEC. Conclusao:
alteracbes importantes na concentragcao e composicao das HDL evidenciam
mudancas nos mecanismos de defesa anti-aterogénicos apds a cirurgia de
revascularizagdo miocardica com CEC.

Palavras-chave: revascularizagdo miocdardica; circulagdo extracorporea;
lipoproteinas de alta densidade; paraoxonase; peroxidase enddgena.



ARAUJO, Tarsila dos Santos. Impact of myocardial revascularization with
cardiopulmonary bypass on high density lipoprotein (HDL) metabolism:
paraoxonase and endogenous peroxidase activity. 57 f. il. Thesis (MA) -
Fundacao Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2013.

ABSTRACT

Introduction: Cardiac surgery is an aggressive procedure with important
impact on vascular endothelium. The contact of blood with the extracorporeal
circuit, ischemia/reperfusion injury and surgical trauma are associated with
changes in the homeostatic environment to a prothrombotic state of endothelial
dysfunction, by changing the composition and function of HDL and related
enzymes. Methods: 15 patients of both sexes were evaluated, aged between
21 and 75 years, admitted to the Ana Neri Hospital, underwent surgery
Myocardial Revascularization (CABG) with cardiopulmonary bypass (CPB),
selected by convenience. All laboratory dosages were conducted before and
after the CPB. Results: there was paraoxonase decreasing activity and
increase of total endogenous peroxidase activity after CPB event. The rates of
incorporation of free cholesterol (FC) in HDL were not different when compared
before and after CPB, while the concentrations of apolipoprotein A and B were
higher before CPB. The cardiovascular risk ratios, apoB/apoA and TG/HDL-C
were respectively higher when compared to reference value and significantly
different (p = 0.0007) after CPB. Conclusion: significant changes in the
concentration and composition of HDL show changes in antiatherogenic
defense mechanisms after CABG with CPB.

Keywords: myocardial revascularization, cardiopulmonary bypass, high density
lipoprotein; paraoxonase; endogenous peroxidase.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENGCAS CARDIOVASCULARES

As doencgas cardiovasculares sao desordens que acometem o coragao e
vasos sanguineos. Incluem as cardiopatias coronarias, acidentes
cerebrovasculares, hipertensdo, vasculopatia periférica, cardiopatias
reumaticas, congénitas e insuficiéncia cardiaca (OMS, 2011). Estdo entre as
doencgas que mais matam no mundo, com aproximadamente 17,1 milhdes de
mortes ao ano. Este dado representa 29% de todas as mortes registradas,
sendo que 7,2 milhdes foram cardiopatias corondrias e 5,7 milhdes
corresponderam a acidentes cerebrovasculares (OMS, 2011).

Atualmente, as doencas cardiovasculares representam 9,5% das
internacdes, as quais equivalem a 17% dos gastos do Sistema Unico de Salde
- SUS e, segundo o Ministério da Saude, sdo responsaveis por 24% das
aposentadorias por invalidez (FARRET, 2005). No Brasil, as doencgas
cardiovasculares sado responsaveis por 33% dos O&bitos com causas
conhecidas. Além disso, essas doencgas estdo classificadas como a primeira
causa de hospitalizagdo no setor publico, entre 1996 e 1999, e responderam
por 17% das internacdes de pessoas com idade entre 40 e 59 anos e 29%
daquelas com 60 ou mais anos (PASSOS et al., 2006).

Os eventos cardiovasculares afetam homens e mulheres na mesma
propor¢gdo, sendo que o risco cardiovascular em mulheres € maior apos
menopausa (OMS, 2011).

A causa priméaria de doencas cardiovasculares é a aterosclerose. E uma
doencga progressiva multifatorial que tem como etapa inicial a formacao de
lipoproteinas modificadas, devido a presenca de um ambiente caracterizado
por estresse oxidativo, consequente a producao em excesso de radicais livres
de oxigénio (ver item 1.4) As lipoproteinas sao modificadas por nitragéo,
glicacao, oxidacao, acetilacdo, e sdo captadas por receptores scavenger

presentes nas células da parede arterial, induzindo a formagéo de moléculas
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de adesao (VCAM-1; ICAM-1; P-selectinas; E-selectinas) e citocinas
quimioatrativas (MCP-1) (PARK; TAEG OH, 2011).

Os monocitos, atraidos pelas moléculas de adesdao e citocinas,
atravessam a camada intima por diapedese, diferenciam-se em macréfagos e
passam a fagocitar as lipoproteinas modificadas, tornando-se turgidos de
lipidios (células espumosas). As células espumosas secretam mais citocinas e
fatores de crescimento, induzindo resposta inflamatéria, migracao e
proliferacdo de células vasculares musculares lisas (do inglés, VSMC), e por
nado ser inibida por feedback, sua geracdo promove a formagao e progressao
da placa aterosclerética (AFIUNE NETO et al, 2006; ROSENBLAT et al.,
2011).

A associagcdo entre fatores e marcadores de risco levam ao quadro
cronico da lesao endotelial (vasoconstricdo, acumulo de células inflamatérias,
migracdo de células musculares lisas, aumento da producado de citocinas) e
todos esses fatores/marcadores contribuem para a manutencdo da placa
aterosclerética, que por feedback negativo, leva a lesdo endotelial mais
profunda com reducdo da camada muscular da placa, seguido de erosdo e
ruptura, finalmente culminando em oclusdo vascular e fendmenos
trombogénicos (FRANCIS; PIERCE, 2011).

As placas sdo classificadas como vulneraveis quando ha acumulo de
lipidios, expansao da intima, degradacao da matriz extracelular, diminuicéo de
proteinas do tecido conectivo e nucleo necrotico (DAVIES, 1993 apud PARK;
TAEG OH, 2011).

1.2 REVASCULARIZACAO MIOCARDICA

A revascularizacdo miocardica (RM), convencionalmente denominada
“ponte de safena”, é um procedimento cirdrgico que tem como objetivo
reestabelecer o suprimento de sangue em areas acometidas por oclusdo ou
estreitamento dos vasos sanguineos em funcdo da presenca de placa

aterosclerética. A revascularizacdo é realizada com enxertos autélogos,

16



proveniente da veia safena (mais comumente utilizado, dai a denominacao
“‘ponte de safena”), artéria mamaria interna (toracica interna), artéria radial,
artéria epigastrica inferior ou artéria gastroepiploica direita.

Apesar da necessidade e indicagdo da cirurgia de RM como terapia
médica, alguns estudos demonstraram que, em média, apds dois anos, pode
ocorrer a oclusdo do enxerto, sendo considerada a raz&o mais comum para a
realizacdo de nova intervencgdo cirurgica (CAGIRCI et al., 2009).

Durante o processo, por conta da necessidade de interrupcao do fluxo
sanguineo coronario, € necessario preservar a fungao miocardica. Em razédo do
longo periodo para realizagdo da cirurgia ha o desenvolvimento de lesdes
estruturais e funcionais, principalmente durante a reperfusao arterial que,
apesar de limitar o dano isquémico, proporciona a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (do inglés, ROS) e danos teciduais. Logo, é considerado
um procedimento agressivo de forte impacto no endotélio vascular (AKILA et
al., 2007).

A realizagdo da cirurgia de RM com o uso de circulagdo extracorpérea
(CEC) ainda é bastante predominante. A CEC é responsavel pela mudanga do
estado de equilibrio endotelial, caracterizado pela alteracdo das células
endoteliais da condicdo de repouso para a expressdao de um estado
protrombético. O trauma decorrente da prdpria cirurgia, o contato do sangue
com o circuito extracorporeo, a isquemia e a reperfusdo do érgao isquémico
sdo associados com ativacdo do sistema imune, elevacdo nos niveis
plasmaticos de moléculas de adesdo; ativacdo e elevagdo dos niveis
plasmaticos de leucécitos polimorfonucleares neutréfilos (PMN). Tal cenario é
favoravel ao desenvolvimento de resposta inflamatéria sistémica e disfuncao
endotelial (BALCIUNAS et al., 2009).

Balciunas et al. (2009), afirmam que durante a cirurgia de RM com CEC
séo produzidos elevados niveis de moléculas de adesao soluveis, sendo ICAM-
1 e VCAM-1 marcadores caracteristicos da ativagdo celular endotelial. No
estudo supracitado, os autores mediram as concentracdes de sICAM-1 e
sVCAM-1 no soro de 42 pacientes submetidos a cirurgia de RM com CEC. Ao
comparar com os valores pré-operatérios, os niveis de ambas as moléculas de
adesao aumentaram apds a cirurgia, 0 que os autores julgaram ser resultado
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do impacto da cirurgia da artéria coronaria com CEC na funcdo endotelial.
Neste estudo, as concentragdes de sICAM-1 elevaram-se de 201 a 268 ng/mL
(p = 0,022), e os niveis de sVCAM-1 aumentaram de 1003,5 a 1638,2 ng/mL (p
= 0,023).

Blume et al. (1997 apud BALCIUNAS et al., 2009) demonstraram que
criangas submetidas a cirurgia cardiaca com longo periodo de CEC tiveram
niveis plasmaticos de moléculas de adesdao aumentados. Os niveis plasmaticos
das moléculas de adesdo, segundo Balciunas et al, 2009, indicam a
intensidade da ativagdo endotelial ou disfuncédo endotelial durante a reperfusao
do miocardio isquémico e a administracdo de anticorpos que bloqueiam a
funcdo das moléculas de adesao controlaria o dano tecidual durante a cirurgia
com CEC.

Ao estudar as concentracdes plasmaticas de biomarcadores da funcao
endotelial, exclusivamente ou parcialmente derivados das células endoteliais,
em pacientes submetidos a cirurgia de RM, Panagiotopoulos et al., 2010,
observaram que apdés a CEC, uma resposta inflamatéria adicional &
desenvolvida, induzindo a ativacao de varias vias inflamatérias. Desta forma,
moléculas sintetizadas e estocadas em granulos das células endoteliais e das
plaguetas (P-selectina, fator de von Willebrand e tetranectina), podem ser
liberadas devido ao contato com o circuito da CEC.

Portanto, a CEC esta associada a ativacdo de PMN e células endoteliais,
niveis elevados de moléculas de adesdo endotelial; adesdo de PMN ao
endotélio vascular; oclusdo capilar coronaria; redugdo do fluxo coronério;
producdo e acumulo de citocinas e radicais livres de oxigénio, provenientes dos
PMN; dano as membranas das células miocardicas, e hipoxemia em varios

outros érgaos e tecidos.

1.3 DISFUNCAO ENDOTELIAL

O endotélio é um tecido formado por células achatadas de espessura

variavel organizadas numa monocamada que reveste o interior dos vasos
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sanguineos e forma uma barreira permeavel para a vasculatura, atuando no
transporte de agua, eletrdlitos e moléculas (aminoacidos, glicose, albumina,
lipidios) do sangue para os tecidos adjacentes (CARAMORI; ZAGO, 2000). E
considerado como a maior e mais importante glandula do corpo humano com
peso total maior que o do figado (HIGASHI et al., 2009).

O endotélio exerce diversas fungbes para a manutengdo da homeostase.
Trata-se de uma superficie ndo trombaética que regula o tbnus vascular, através
da liberacdo de substancias vasoativas e trombo regulatérias, regulando a
agregacdao plaquetaria, coagulagéo e fibrindlise; inibe o crescimento de células
do musculo liso, ao passo que produz fatores de crescimento em resposta ao
dano tecidual; regula a angiogénese; participa da sintese e degradacao de
hormonios, assim como participa também de processos inflamatérios, através
da produgéao de citocinas e moduladores da atividade leucocitaria, importantes
no equilibrio homeostase versus inflamagao (CARAMORI; ZAGO, 2000).

A vasodilatacdo é estimulada na maioria das vezes pela producédo de
oxido nitrico (do inglés, NO), um gas presente em praticamente todos os
tecidos, de baixo peso molecular e propriedades lipofilicas, o que possibilita
sua difusdo através das membranas (FORSTERMANN, 2010). O NO reduz a
permeabilidade vascular; diminui a sintese de moléculas de adesdo de
linfécitos e mondcitos; reduz agregagado plaquetaria; oxidagado e inflamacao
tecidual; ativagcao de fatores trombogénicos; crescimento celular, proliferacao e
migracgao; inibe a expressao de citocinas pro-aterogénicas e pro-inflamatérias e
favorece a fibrindlise (HIGASHI et al., 2009).

O NO é produzido pela acdo da sintase 6xido nitrico (do inglés, NOS)
sobre 0 aminoécido L-arginina, produzindo NO e L-citrulina, requerendo O, e a
coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP)
(FORSTERMANN, 2010). Trés isoenzimas NOS sao conhecidas: duas
constitutivas e uma induzivel. As constitutivas, NOS-1 de tecidos neuroldgicos e
NOS-IIl de células endoteliais, sdo de baixa producdo. A induzivel, NOS-II, é
expressa em macrofagos e células endoteliais em resposta ao efeito de
citocinas pro-inflamatoérias, e pode liberar varias vezes mais NO do que as NOS
constitutivas (CARAMORI; ZAGO, 2000).
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As células endoteliais liberam angiotensina-1l (A-Il) como antagonista ao
NO através da hidrélise da angiotensina-l pela enzima conversora de
angiotensina (ECA). A-ll também pode estimular a ECA, para degradar a
endotelina liberando endotelina-1, suscitando o aumento da vasoconstricdo da
parede vascular. Ela promove a trombogénese através da expressdo de
moléculas de adesdo, sintese de fatores de crescimento, expressdo de
citocinas pro-inflamatérias e pré-aterogénicas, efeitos oxidativos e
antifibrinoliticos. Esse ambiente permite o desenvolvimento da aterosclerose,
sua progressdao e agravo. A depender do equilibrio entre estas duas
substancias, NO e A-ll, o efeito vasodilatador e antiaterosclerético ou efeito
vasoconstrictor e aterogénico ira prevalecer (ESPER et al., 2006).

As células endoteliais sao submetidas a contracao e relaxamento, e este
processo tem como objetivo adaptar a forma das células endoteliais as forgas
mecanicas do fluxo sanguineo e distensdo da parede (tensdo de
cisalhamento), reduzindo a possibilidade de lesbes celulares. Quando o fluxo
aumenta, aumenta a tenséo de cisalhamento e as células achatam e alinham-
se em direcdo ao fluxo do sangue; quando o fluxo diminui a tensdo de
cisalhamento também diminui, as células aumentam seu volume, perdendo seu
alinhamento (CARAMORI; ZAGO, 2000; ESPER et al., 2006).

A tensédo de cisalhamento estimula a liberacdo de NO proporcional ao
aumento do fluxo sanguineo e distensdo da parede do vaso, gerando
vasodilatacao endotélio-dependente (CARAMORI; ZAGO, 2000). Tal processo
explica a importancia do fluxo hemodindmico na formagéo, localizagdo e
rompimento da placa, pois em areas de baixa tensdo de cisalhamento, a
liberagdo de NO estd diminuida, moléculas de adesado estdo elevadas,
proporcionando ambiente favoravel para a formagao da placa e progressao da
lesdo aterosclerética. Contrariamente, em areas de alta tensdo de
cisalhamento, o fluxo sanguineo elevado pode causar erosdo endotelial e
adesao plaquetaria, ou ruptura e danos a placa (ESPER et al., 2006).

Quando a capacidade de suster o equilibrio homeostatico é danificada ou
perdida fica caracterizada a disfungdo endotelial. A disfungdo endotelial e sua
permanéncia favorecem o desenvolvimento de lesdo aterosclerotica (ESPER et
al., 2006), visto que as alteragdes funcionais antecedem as lesdes anatémicas.
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A disfuncao endotelial atua no principio da doenca aterosclerética, promovendo
a sintese da placa ateroscleroética, seu crescimento e manutencao, através de
alteracdes hemodindmicas que evoluem para eventos aterotrombéticos e/ou
sindromes isquémicas. Dai a disfungcdo endotelial ser considerada pelo autor

supracitado um dos principais mecanismos da doencga aterosclerotica.

1.4 PEROXIDASE ENDOGENA

Em resposta ao metabolismo aerdbico (respiracao mitocondrial) e outras
fontes enzimaticas (via do acido araquiddnico; citocromo p450s; enzimas
lipoxigenase e ciclooxigenase; xantina oxidase), sao sintetizados produtos
oxidantes altamente reativos, tais como anion superédxido (O2), perédxido de
hidrogénio (H20,), radical hidroxila (OH), acido hipocloroso (HOCI) e radicais
lipidicos (CAl; HARRISON, 2000; HIGASHI et al., 2009). Varios estudos fazem
referéncia a estes oxidantes, denominando-os espécies reativas de oxigénio
(do inglés, ROS).

Diversos estados patolégicos sdo descritos pela presenca de producéo
excessiva de ROS, caracterizando o estado de “estresse oxidativo”. Niveis
elevados de ROS tém efeitos deletérios na fungéo celular e tecidual, através da
diminuicdo da biodisponibilidade de NO, visto que tais espécies reativas de
oxigénio podem reagir com o NO, inativando-o. Ademais, as ROS modificam a
parede vascular, mediante oxidagao lipidica, inflamagéo, formagédo de trombos
e proliferacdo de VSMC (FORGIONE; LEOPOLD; LOSCALZO, 2000; CAl;
HARRISON, 2000).

As ROS participam da formacado da placa aterosclerética através da
oxidacao de acidos graxos poliinsaturados na particula de LDL, dando origem
ao LDL modificado (oxLDL), processo denominado peroxidagao lipidica
(HIGASHI et al., 2009). A peroxidagao lipidica compreende um dos eventos
qgue ocorrem durante o desenvolvimento da aterosclerose, visto que o oxLDL é

retirado das paredes dos vasos por macréfagos mediante via ndo inibida por
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feedback, levando a formacao de células espumosas, que contribuem para a
formacéo e progressao da placa (FORGIONE; LEOPOLD; LOSCALZO, 2000).

Em condicdes fisiolégicas, a producdo de ROS é compensada por sistema
de moléculas antioxidantes, capazes de neutralizar e prevenir os danos
oxidativos. Naturalmente sdo sintetizados antioxidantes enzimaticos, tais como
a superdxido dismutase, glutationa peroxidase, e catalase que desempenham
papel importante na conversdao de ROS para oxigénio e agua (AKILA et al.,
2006).

Acredita-se que a atividade reduzida da paraoxonase, enzima antioxidante
associada as HDL, é preditivo de doenca vascular. Jayakumari; Thejaseebai,
2009, observaram que durante sindromes de angina estavel e nao estavel, em
pacientes com doenca arterial coronaria (DAC) diagnosticada, ha presenca de
estresse oxidativo avancado, devido as enzimas antioxidantes alteradas,
especialmente a superoxido dismutase. A vitamina C, antioxidante in vivo e in
vitro, inibe a peroxidagao lipidica, protagonizada pelo anion superéxido, e
repara a funcdo do endotélio em pacientes diagnosticados com DAC
(CARAMORI; ZAGO, 2000; FORSTERMANN, 2010).

A glutationa peroxidase (GPX) (glutation: peroxido de hidrogénio
oxidorredutase, EC = 1.11.1.9) catalisa peroxido de hidrogénio (H202) e
perdxidos lipidicos em agua e seus respectivos alcodis. A principal isoforma,
GPX1 esté localizada no plasma da mitocondria e sua atividade € inversamente
correlacionada com doenca coronaria arterial (PARK; TAEG OH, 2011;
FORSTERMANN, 2010). Segundo Park; Taeg Oh, 2011, a superexpressao de
GPX4, mais uma isoforma da glutationa peroxidase, down-regula a expressao
de moléculas de adesao e reduz necrose em células endoteliais.

A catalase (peroxido de hidrogénio: perdéxido de hidrogénio
oxidorredutase, EC = 1.11.1.6), outra importante peroxidase localizada nos
peroxissomos de todos os organismos vivos aerébicos, transforma H»O,, a
agua e oxigénio. A catalase parece proteger contra o stress oxidativo através
da reducdo da peroxidagdo lipidica e, por conseguinte, inibicdo do
desenvolvimento da aterosclerose (FORSTERMANN, 2010).
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1.5 HDL — LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDADE

A lipoproteina de alta densidade (HDL) foi descoberta por Gofman et al.
(1949 apud FRANCIS; PIERCE, 2011) em estudos de separagao e
categorizagao de distintas familias de lipoproteinas séricas de acordo com sua
densidade através de ultracentrifugacdo, onde foi observado que as
lipoproteinas flotam em diferentes densidades. As HDL s&o lipoproteinas de
pequeno diametro (5nm a 17nm) que sedimentam numa determinada regiao de
densidade (1,063 g/mL a 1,21 g/mL).

As HDL sao representadas por um grupo altamente heterogéneo de
particulas plasmaticas em origem, tamanho, composicao e fungcédo, composto
por muitas subclasses. As diferencas entre as subclasses de HDL dependem
das propriedades fisicas das particulas, incluindo forma, tamanho, densidade e
carga. As subclasses podem ser ainda reclassificadas de acordo com seu
conteudo lipidico, apolipoproteinas, proteinas de transferéncia lipidica e
enzimas (PODREZ, 2010).

A andlise por ultracentrifugacao, técnica padrao ouro utilizada atualmente
para identificar as diferentes subclasses de particulas de HDL foi desenvolvida
por Gofman et al. (1951 apud FRANCIS; PIERCE, 2011). De acordo com este
método, as HDL podem ser separadas em duas subfragcdes, baseado em suas
densidades: HDL, (1063 g/mL a 1125 g/mL) e HDL; (>1125 g/mL). Segundo
Nichols et al. (1986 apud DOBIASOVA; FROHLICH, 1998) estas duas
subfracbes podem ser ainda subdivididas com base no tamanho (diametro)
usando eletroforese em gel de poliacrilamida, produzindo HDLy, (9,7 nm a 12
nm), HDLp, (8,8 nm a 9,7 nm), HDL3, (8,2 nm a 8,8 nm), HDL3, (7,8 nm a 8,2
nm) e HDLs. (7,2 nm a 7,8 nm).

Outro sistema de classificacdo utiliza eletroforese em gel de agarose,
separando HDL, com base na intensidade de carga negativa da superficie, em
a-HDL — maioria das HDL plasmaticas, esféricas, de alta intensidade de carga
negativa — e pré B-HDL — conhecidas como HDL nascentes (LIMA; COUTO,
2006). Mediante eletroforeses dimensionais, que combinam eletroforese em gel
de agarose e eletroforese em gel gradiente, as a-HDL e pré B-HDL podem ser
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ainda separadas em mais 12 subclasses, produzindo pré B (pré B1, pré B2 e
pré B3), a (a1, a2 e a3) e pré a (pré al, pré a2 e pré a3) (Castro; Fielding,
1988; Asztalos; Scharfer, 2003 apud FRANCIS; PIERCE, 2011)

Gordon et al. (1977 apud FRANCIS; PIERCE, 2011) demonstrou existir
relacdo inversa entre niveis sistémicos de HDL-C e risco prospectivo para
DAC, sugerindo que tal correlagdo seja mantida mesmo com niveis baixos do
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-C). Segundo Gordon (1989,
apud FRANCIS; PIERCE, 2011), a elevacao da concentracao de HDL-C em até
1mg/dL estaria vinculada a diminuicdo de 3 a 4% na mortalidade por causas
cardiovasculares.

Embora o mecanismo completo dos efeitos anti-ateroscleréticos das HDL
ainda nao tenha sido totalmente desvendado, sabidamente as HDL atuam na
protecdo dos aspectos patolégicos relacionados a formagdo, progressao e
estabilidade da placa aterosclerética. As HDL restauram a funcédo basal da
célula endotelial, diminuindo a proliferacdo e migracdo de células musculares
lisas e diminuindo a inflamacéo e retencdo de detritos dentro da placa, pois
inibem a oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e promovem o
transporte reverso do colesterol (do inglés, RCT) (LANDMESSER, 2012;
FORTI; DIAMENT, 2006).

No RCT, as HDL e sua principal apolipoproteina, apolipoproteina A-I,
promovem o efluxo do colesterol a partir dos tecidos periféricos: as HDL entéao
carreiam o colesterol da circulacdo e o transportam para o figado onde é
reutilizado para a montagem das lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL) ou excretado como colesterol livre ou como sais e acidos biliares. A
contribuicdo das HDL para a regressao da placa, através da promocao do RCT,
€ uma funcao central para o papel ateroprotetor das HDL, contudo, estas
lipoproteinas possuem outras fungdes protetoras no organismo, tais como
inibicdo da agregacdo plaquetaria, agédo antiinflamatoria, antioxidante e
vasodilatadora (PODREZ, 2010).

As lipoproteinas de alta densidade tém demonstrado possuir também
funcdes anti-apoptoticas, antitrombdticas e anti-infecciosas, em particular, as
HDL pequenas e densas, consideradas as mais potentes promotoras do efluxo
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do colesterol, possuindo maior atividade antioxidante e antiinflamatéria
(PODREZ, 2010; SHUHEI et al., 2010).

As funcgdes fisiolégicas das HDL influenciam o sistema cardiovascular
positivamente, exceto quando as HDL sdo modificadas patologicamente
(NAVAB et al., 2009; LANDMESSER, 2012). Além das mudangas composicionais
das HDL, seus componentes proteicos ou lipidicos podem ser modificados
através de oxidacao/modificagédo por oxidantes, tais como radicais peréxido e
hidréxidos, aldeidos, oxidantes gerados pela mieloperoxidase (MPO),
lipoxigenase, fosfolipase A, (FERRETTI et al., 2004; BINDU G; RAO; KAKKAR,
2011).

As HDL disfuncionais sao caracterizadas por niveis diminuidos de
atividades anti-inflamatoria e antioxidante. Estas lipoproteinas possuem em seu
conteudo fosfolipidios oxidados e lisofosfolipidios, proteinas pré-inflamatérias,
tais como a-amiloide sérica A e ceruloplasmina (BINDU G; RAO; KAKKAR,
2011). Funcionalmente, ndo podem promover o efluxo do colesterol ou prevenir
a oxidagao das LDL (NAVAB et al., 2009; FEINGOLD; GRUNFELD, 2010).
Muitos processos patolégicos, tais como sindrome metabdlica, doencas
reumatoides, doenga renal crbnica, doenga coronaria crbnica e algumas
infecgbes, caracterizados pela presenca de inflamacdo sistémica, tém a
participagdo de HDL disfuncionais ou pro-inflamatoérias, (NAVAB et al., 2009;
PODREZ, 2010).

Processos inflamatérios agudos sdo acompanhados por mudancas no
metabolismo lipidico, como o aumento dos niveis de triglicérides, diminuicao
dos niveis de HDL e, consequentemente, apoA-l e paraoxonase-1 (PON-1)
(BINDU G; RAO; KAKKAR, 2011). A composicao lipidica das HDL também
sofre modificagdo, com reducdo de colesterol esterificado e fosfolipidios e
aumento de triglicérides e colesterol nao esterificado (SHUHEI et al., 2010;
FEINGOLD; GRUNFELD, 2010).

Portanto, a fungcdo das HDL estd alterada durante respostas agudas,
consecutivamente, em traumas cirurgicos e na circulacdo extracorporea, e tais
modifica¢des funcionais podem contribuir para 0 aumento do risco de eventos

cardiacos.
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1.5.1 Metabolismo das HDL

A sintese das lipoproteinas de alta densidade ocorre no plasma e no
compartimento extravascular. O figado secreta as apolipoproteinas A-l e A-ll,
enquanto que o intestino secreta apenas A-1 (LIMA; COUTO, 2006).

As HDL no plasma passam por remodelamentos sucessivos (figura 1). As
apolipoproteinas recebem conteudo lipidico através da agdo da proteina ATP
binding cassette transporter A1 (ABC-A1), presente na superficie do
macrofago. O transportador ABC-A1 provoca a saida do colesterol livre das
células dos tecidos periféricos e incorpora a apoA-l pobre em lipidios através
da agdo da proteina de transferéncia de fosfolipide (PLTP). As HDL discoides
nascentes (pré B-HDL) possuem, além de apolipoproteinas, fosfolipidios e
pequena quantidade de colesterol ndo esterificado (FORTI; DIAMENT, 2006;
LIMA; COUTO, 2006).

O colesterol livre € esterificado nas HDL através da lecitina colesterol
aciltransferase (LCAT) dando origem as HDL esféricas (a-HDL).
Posteriormente, adquirindo mais fosfolipidios com a acdo da PLTP, as HDL
esféricas de nuacleo lipidico se tornam mais maduras € menos densas, e
passam a ser denominadas HDL,. As HDL, ainda podem ser convertidas em
HDL; através da acao da lipase hepatica (LH) e da proteina de transferéncia do
colesterol esterificado (CETP), uma glicoproteina sintetizada no figado. Pode
ocorrer também a interconversdo de HDL; em HDL, através da participagao
das proteinas LCAT e PLTP (DOBIASOVA; FROHLICH, 1998).

A CETP é responsavel pela troca do colesterol esterificado das HDL com
triglicérides contidos nas lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL),
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL) e lipoproteinas de baixa
densidade (LDL).

As HDL séo captadas pelo figado através de processo dependente de
receptores SR-B1 (scavenger receptors B, class 1) e receptores de apoE. Os
fosfolipidios e colesterol esterificado sdo hidrolisados no figado por lipases (LH

e fosfolipase A2) e depois sdo excretados sobre a forma de &cidos biliares. A
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apoA-lI das HDL depois de dissociadas, sao reutilizadas na sintese de novas
lipoproteinas ou sdo excretadas pelos rins (FORTI; DIAMENT, 2006).

Desta forma o transporte reverso do colesterol (RCT) pode ser realizado
através da captura do colesterol livre nos tecidos periféricos através do
receptor SR-B1 ou através da a¢ao da CETP.
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Figura 1 - Principais vias do transporte reverso do colesterol e metabolismo da HDL. Retirado e
adaptado de Lima & Couto, 2006. Abreviacdes: ABC-A1 - proteina ATP binding cassette transporter
Al; apoA-I - apolipoproteina A-I; CETP - proteina de transferéncia do colesterol esterificado; LCAT -
lecitina colesterol aciltransferase; PLTP - proteina de transferéncia de fosfolipide. SR-B1 - receptor
scavenger B classe 1; LH — lipase hepdtica; VLDL - lipoproteina de muito baixa densidade; LDL -
lipoproteina de baixa densidade; HDL - lipoproteina de alta densidade.

Durante respostas de fase aguda, ocorre a reducao da expressao de
ABC-A1 e do receptor SR-BT7; diminuicdo da expressdao de apoE em
macrofagos; diminuicdo da atividade de LCAT, levando a reducdo da
esterificacdao de colesterol livre nas HDL, reduzindo a maturagdo e funcéo
aceptora dessas lipoproteinas, assim como a captacao hepatica de colesterol
esterificado das HDL. Ocorre também a diminuicdo da atividade da CETP,
inibindo o cambio de colesterol esterificado por triglicérides, das HDL para
VLDL, IDL e LDL, respectivamente. Todo este cenario é responsavel pela
diminuicdo do efluxo do colesterol, comprometendo o transporte reverso e
aumentando o risco de eventos ateroscleréticos (FEINGOLD; GRUNFELD,
2010).
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1.5.2 Paraoxonase (PON-1)

O efeito protetor, antiaterogénico e antioxidante das HDL sao atribuidos a
ligagdo de metais de transicdo e a presenga da enzima paraoxonase, uma aril-
esterase (EC 1.1.2), carreada predominantemente pela apolipoproteina A-I,
contida nas particulas de HDL, com atividade inversamente relacionada ao
risco de doencgas cardiovasculares (CAGIRCI et al., 2009; MINEO; SHAUL,
2011; ZHAO et al., 2011). O efeito antioxidante direto das HDL na oxidagao das
LDL, ou seja, inibicdo da peroxidacéo lipidica é provavelmente conferido pela
PON-1 (CAGIRCI et al., 2009; ZHAO et al., 2011).

PON-1 diminui o acumulo de colesterol nos macréfagos através da
inibicdo da biosintese deste esterol; atenuagdo da retirada de oxLDL via
receptores scavenger CD36; estimulacdo do efluxo de colesterol de
macrofagos mediado pelas HDL; promove o efluxo do colesterol de macréfagos
através da promocao de ligacao das HDL mediada pelo ABC-A1; contribui com
os efeitos anti-inflamatérios das HDL pela diminuicdo da quimiotaxia monocitica
e adesao a células endoteliais, sendo que sua auséncia pode estar associada
com alta expressédo de moléculas de adesdao (ROSENBLAT et al., 2011).

A atividade enzimatica de HDL-PON-1 € amplamente diversificada entre
humanos saudaveis, e, quando comparados a pacientes com alta atividade de
PON-1, aqueles com baixa atividade de PON-1 tém risco elevado de
desenvolver doencgas caracterizadas pela presenca de danos oxidativos e
peroxidacao lipidica (BHATTACHARYA et al, 2011). Além disso, existe uma
relacdo entre a atividade de PON-1 e as propriedades antioxidantes das HDL e
a susceptibilidade destas lipoproteinas as modificacdes aterogénicas, tais
como glicacao e ligacao a homocisteina (FERRETTI et al., 2004).

A PON-1 pode diminuir o conteudo de peroxido de hidrogénio de
macrofagos diretamente, através de sua atividade similar as peroxidases,
hidrolisando peréxidos de hidrogénio mediante seus grupos SH livres. A
aterogénese tem como circunstancias a adesdao de mondécitos circulantes as
células endoteliais, invasdo do subendotélio, e diferenciagdo destes em
macréfagos. A derivacdo de monécitos em macrofagos é etapa essencial para
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o desenvolvimento de células espumosas e, por conseguinte, lesao
aterosclerética. Dito isto, uma vez que a PON-1 associada as HDL inibe a
diferenciagcdo de mondécitos em macroéfagos, tal acdo pode levar a diminuicao
da formacdo de células espumosas e desenvolvimento de aterosclerose
(ROSENBLAT et al., 2011).

Condicoes patologicas associadas a inflamacao e estresse oxidativo, tais
como faléncia crénica renal, artrite reumatoide e doenca de Alzheimer, estdo
associadas com atividade reduzida da PON-1 (SORAN, 2009 apud PODREZ,
2010). De maneira geral, multiplos fatores (fisioldégicos e genéticos; patologias
associadas; medicacdo em uso; estilo de vida) podem alterar a atividade da
PON-1.
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1.6 RELEVANCIA

Varios estudos ja demonstraram que durante a cirurgia de
revascularizagdo miocéardica sdo desenvolvidos processos agudos de resposta
endotelial as alteragdes hemodindmicas com importante impacto na expressao
de moléculas de adeséo e proteinas inflamatérias. Além disso, a maioria dos
estudos que examinam eventos adversos apds cirurgias cardiacas apresenta
enfaticamente dados angiograficos. Poucos investigaram o impacto das
alteracdes ocasionadas por intervengdes cirurgicas, como a revascularizagao
miocardica, e circulacao extracorporea (CEC) no metabolismo lipidico.

Avaliar o comportamento de estimativas de risco cardiovascular através
do transporte reverso do colesterol, remodelamento de particulas lipoproteicas,
incorporagéo in vitro do colesterol livre nas HDL e atividades da paraoxonase e
da peroxidase endogena, antes e depois da CEC, é de grande interesse devido
ao fato de que tal evento proporciona um ambiente de disfuncao endotelial num
curto espago de tempo, possibilitando comparar dois momentos criticos do
mesmo individuo, e determinar as consequéncias desta intervengcdo no status
metabdlico de pacientes cardiopatas.

Os dados gerados por esse estudo podem influenciar positivamente os

protocolos e estratégias cirurgicas atualmente utilizadas.
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1.7 HIPOTESE

HO - A circulacdo extracorpérea (CEC) NAO altera as enzimas e
marcadores relacionados ao remodelamento de particula de HDL.

H1 - A circulacdo extracorpérea (CEC) altera as enzimas e marcadores

relacionados ao remodelamento de particula de HDL.
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1.8 OBJETIVOS

1.8.1  Objetivos Gerais

Avaliar o remodelamento de particulas de HDL, antes e depois da
circulacado extracorpérea (CEC), a partir da incorporacao in vitro de colesterol
livre (CL).

1.8.2  Objetivos Especificos

1. Avaliar os fatores que podem influenciar o remodelamento das HDL,
como a atividade da LCAT (lecitina acil transferase; fosfolipidios: colesterol acil
transferase, EC 2.3.1.43), da paraoxonase (PON-1, EC 1.1.2) e participacao da

peroxidase enddégena como medidas de risco cardiovascular.

2. Verificar a capacidade aceptora (incorporacao) de CL nas HDL para
avaliar o remodelamento das HDL e fase plasmatica do transporte reverso do
colesterol;

3. Determinar a atividade da Paraoxonase;
4. Determinar a atividade da Peroxidase Enddgena;

5. Determinar a concentragao apoA e apoB e a razao apoB/apoA.
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2 METODOLOGIA

2.1 CASUISTICA

O grupo de estudo foi constituido por 15 pacientes de ambos 0s sexos,
entre 21 e 75 anos, admitidos no Hospital Ana Neri, submetidos a cirurgia de
Revascularizagdo Miocardica (RM) com Circulagdo Extracorpérea (CEC),
selecionados por conveniéncia. Todos os individuos foram informados sobre o
estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Este
projeto foi autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade
Climério de Oliveira da UFBA (CEP/MCO/UFBA), oficio n® 379, ref. V/Of. n®
02/2005, 27/09/2005 e, Parecer/Resolugcao Aditiva n°075/2011.

2.2 CRITERIOS DE INCLUSAO
- Ambos os Sexos;
- Idade entre 21 e 75 anos;
- Termo de Consentimento Livre e Pré-esclarecido (TCLE) assinado;

- Realizacdo de cirurgia de revascularizagdo miocardica com circulagao

extracorpdrea no Hospital Ana Neri.

2.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

- Individuos portadores de disfuncdo hepatica (ALT e AST maior do que

trés vezes o valor superior de referéncia);

- Individuos portadores de disfungao renal (creatinina sérica > 2,0 mg/dL)
e ou sindrome nefritica (proteinuria > 1,0 g/L e albumina sérica < 3,0 g/l),
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conforme informagdes contidas nos prontuarios e obtidas junto a equipe

médica;

- Individuos com disfungéo tireoidiana, conforme informagdes contidas

nos prontuarios e obtidas junto a equipe médica;

2.4 DETERMINAGOES LABORATORIAIS

Todas as determinacdes foram realizadas antes do inicio da cirurgia de

revascularizagdo miocardica e trinta minutos depois de finalizada a CEC.

2.41 Determinacoes do perfil lipidico

As concentragdes de colesterol total (CT), suas fragdes e triglicérides
(TG) foram determinadas por métodos enziméticos, reagdes de ponto final. O
HDL colesterol (HDL-C) foi determinado por método homogéneo (LABEST,
Brasil). As concentra¢des do colesterol de VLDL e LDL foram calculadas pela
formula de FRIEDEWALD (1972). Foi utilizado o equipamento automatizado
LabMax 240, Clinical Chemistry Analyzer (LABTEST, Brasil). Os resultados
foram validados a partir da utilizacdo, durante cada determinacéao, de amostra
controle fornecida pelo Programa Nacional de Controle de Qualidade PNCQ,

da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas.

24.2 Determinacao da concentracédo de apoA e apoB

As concentracbes de apoA e apoB foram determinadas por
imunonefelometria  através do analisador automatizado IMMAGE®
(BeckmanCoulter, USA). Neste método determina-se a taxa de aumento da
dispersao da luz causada por particulas em suspensdo numa solucao

provenientes dos complexos formados durante reacado antigeno-anticorpo. Os
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valores de referéncia utilizados para apoA e apoB foram: apoA (90-170 mg/dL)
e apoB (107-214 mg/dL).

2.4.3 Incorporagao de colesterol livre (CL®*H) nas HDL

A incorporacdo de CL®H foi determinada pelo método de substrato
exogeno (CHANNON et al., 1990). O plasma obtido das amostras dos
participantes do estudo foi marcado com colesterol livre (CL®H), atividade final
0,7microCi/mL, e submetido a incubacado por 3 horas a 37°C sob agitacao.
Decorrido o tempo, as particulas que contém apoB foram precipitadas
utilizando MgCl, (0,3 mol/L) e sulfato de dextran (0,2%), seguido de
centrifugacdo e coleta do sobrenadante contendo HDL para determinacao do
percentual de CL®H que foi incorporado na particula. A radioatividade presente
em cada amostra foi determinada a partir da utilizacdo de solugao cintiladora
(Ultima Gold — PerkinElmer, Boston, USA), utilizado o leitor de microplacas
CHAMELEON™YV — Hidex, para a reacao de cintilacdo liquida. A incorporacao
do CL foi expressa como porcentagem de CL°H, incorporado por hora para as
HDL (% CPM incorporado/h).

2.4.4 Determinacao da atividade da paraoxonase

A atividade da paraoxonase foi determinada de acordo com o método
descrito por Mackness et al., 1998 e Senti et al.,, 2003. Adiciona-se 140uL de
tampé&o Tris-HCI 0.1M, pH 8.05 contendo 2mmol/L de CaCl, e 1.1 mmol/L de
paraoxon (Sigma Chemical Co.) a 7uL de soro. A amostra € distribuida em
placa de 96 pocos fundo chato em duplicata. A leitura é feita em comprimento
de onda de 405nm e temperatura de 37°C utilizando “Leitor de Microplacas”
(Microplate Reader, Benchmark, BIO-RAD). Para calculo da atividade, foram
feitas 6 leituras em intervalo de 1 minuto cada, sendo que o resultado foi obtido

multiplicando-se a média da variacdo das absorbancias pelo fator.
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Fator = VTR (mL) / €405 x VA (mL) x E (cm), onde:
VTR - Volume total da reacéo

VA — Volume da amostra

E — Espessura da cubeta

405 —1805L M cm”

Logo, atividade da paraoxonase = Fator x Aabs/min

2.4.5 Determinacao da atividade da peroxidase enddgena

A atividade da Peroxidase Endogena foi determinada pelo teste
colorimétrico EPA Fast Track da Labor Diagnostika Nord GmbH & Co. KG®
para determinacao quantitativa da atividade da peroxidase enddgena no soro
ou plasma-EDTA. No presente estudo foi utilizado o soro dos pacientes. O
principio do teste baseia-se na reagédo de perdxidos com peroxidase, seguido
de uma reagao colorimétrica do substrato cromoégeno tetrametilbenzidina. A cor
azul torna-se amarela apds a adigao da solugéo de parada e pode ser medida
fotometricamente a 450nm. A quantificagdo € adquirida através das diluicées
seriadas de uma solugao padrdo de peroxidase. A amostra foi distribuida em
placa de 96 pocos em duplicata e a leitura foi realizada no Microplate Reader,
Benchmark, BIO-RAD.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

O teste de D’Agostino foi utilizado para testar a normalidade da
distribuicdo dos dados, ou seja, quando a distribuicdo foi normal, teve-se
evidéncia para utilizar testes para comparacao e correlacao paramétricos, teste
t pareado e Pearson, quando néo, utilizou-se teste ndo paramétrico, Wilcoxon e
Spearman, respectivamente. Em todas as analises efetuadas, antes e depois,

os parametros analisados foram considerados significativamente diferentes
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quando obtivemos p bicaudal < 0,05 para intervalo de confianca de 95%. Toda

a analise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism 6.0 (USA).
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3 RESULTADOS

O grupo de estudo foi composto por 15 pacientes com idade média de 63
* 14 do sexo feminino (n = 4), e 58 + 13 anos no sexo masculino (n = 11),
variando entre 29 e 75 anos de idade. A tabela 1 apresenta a analise da
casuistica dos 15 pacientes submetidos a cirurgia de revascularizacdo
miocardica (RM), segundo sexo e idade. E observada maior prevaléncia de

pacientes do sexo masculino.

Tabela 1 - Classificag¢@o dos participantes do estudo estratificados por sexo e idade.

PACIENTES (n=15) %
Sexo F 04(15) 26,67
Idade 63 + 14
Sexo M 11(15) 73,33
Idade 58 +13

A figura 2 mostra a distribuicdo dos participantes do estudo em estratos
etarios, 20 - 35 anos (n = 1), 36 - 45 anos (n = 2), 56 - 65 (n = 5) e 66 - 75 anos
(n = 7). Nenhum dos pacientes do estudo encontrava-se no estrato etario entre
46 - 55 anos.
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Figura 2 - Participantes do estudo estratificados por faixa etaria.

O estrato etario com maior numero de pacientes do sexo feminino foi o de
66 - 75 anos, n = 3 (figura 3). Apenas dois pacientes encontravam-se no
estrato etario de 36 - 45 anos, um de cada género. Nenhum dos pacientes do

sexo feminino encontrava-se nos grupos de 20 - 35 anos e 56 - 65 anos.

Sexo Feminino

=]
1

L .

20-35 36-45 46-55 56-b5 66-75

Figura 3 - Distribuicio dos pacientes participantes do estudo por sexo, estratificados por faixa etdria.

A figura 4 mostra a frequéncia dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares entre os pacientes submetidos a
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cirurgia de revascularizacdo miocardica (RM), participantes do estudo. No
grupo estudado, o fator de risco de maior prevaléncia foi hipertenséo, seguida
de dislipidemia, etilismo e tabagismo, respectivamente. O fator de risco de

menor prevaléncia foi o diabetes.

100+
— 80%
3 80
g 60 60%
S i a513jﬂ> [ Diabetes
Y 4] A% o I Hipertensdo
g % E=a Dislipidemia

A4
X 204 556355 Tabagismo
E=1 Etilismo
0 T

Figura 4 - Fatores de risco para doengas cardiovasculares, obtidos a partir dos dados dos prontudrios dos
pacientes.

A tabela 2 sumariza os resultados das determinacdes bioquimicas dos
perfis lipidicos dos pacientes participantes do estudo, antes e depois da
circulacdo extracorporea (CEC). Nenhum dos pacientes fazia uso de

hipolipemiantes no momento da coleta.

Tabela 2 - Perfil lipidico dos pacientes participantes do estudo submetidos a
revascularizacdo miocardica (RM).

PACIENTES (n=15) Antes da CEC Depois da CEC valor de p
CT (mg/dL) (n=15) 119 + 42 89 + 22 0,0007
TG (mg/dL) (n=14) 129 + 60 51+12 <0,0001
HDL-C (mg/dL) (n=14) 20+5 16+ 3 < 0,0001
LDL-C (mg/dL) (n=15) 65 + 31 61+19 0,4382
VLDL-C (mg/dL) (n=14) 24+9 102 0,0001

Valores expressos em média + desvio padrio, teste t, p < 0,05 ; presenca de outlier (teste de Grubbs)
significativos antes ou depois foram removidos.
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A classificacdo das dislipidemias dos pacientes do estudo segundo os
critérios da IV Diretrizes Brasileiras sobre dislipidemias e Diretriz de Prevencéo
de aterosclerose (2007) € apresentada a seguir - figura 5. Foram identificadas
trés classes de dislipidemias entre os participantes: Hipertrigliceridemia
associada a HDL-C baixo (n = 2); HDL-C isoladamente baixo (n = 11);
dislipidemia mista - hipercolesterolemia associada a hipertrigliceridemia e HDL-
¢ baixo (n = 1). Apenas um paciente fez parte da classificagdo normolipidémico
(n=1).

(n=11)

{n=1j {n=1j

MISTA NORMO

Figura 5 - Distribuicdo dos pacientes participantes do estudo segundo a classificacdo das dislipidemias.
HTG+HDL-C: Hipertrigliceridemia associada a HDL-C baixo; HDL-C: Colesterol das HDL
isoladamente baixo; MISTA: Dislipidemia Mista; NORMO: Normolipidémico.

Na figura 6 observa-se a comparacdao da atividade da enzima
paraoxonase (PON-1) dos pacientes participantes do estudo, antes e depois da
circulacdo extracorpérea (CEC), onde se evidencia uma diminuicdo da

atividade desta enzima apds o evento da CEC (p < 0,0001).
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Figura 6 - Atividade da paraoxonase determinada por método espectrofotométrico nas amostras dos 15
pacientes submetidos a cirurgia de revascularizagdo miocardica (RM); comparagdo entre atividades Antes
e Depois da Circulagdo Extracorpérea (CEC); Teste t Pareado; p < 0,0001, I.C. 95%. Depois da CEC vs
Antes da CEC (p < 0,05); Antes da CEC X = 59,83, SD = 41,34; Depois da CEC X = 38,62, SD = 27,85.

Na figura 7 observa-se a comparacdo da atividade da peroxidase
enddégena dos pacientes submetidos a revascularizagcdo miocérdica (RM),
antes e depois da circulagédo extracorpérea (CEC), onde constatamos aumento

da atividade total da peroxidase endogena apds o evento da CEC (p = 0,0302).

150 = -~ ~

100 4
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Figura 7 - Atividade da peroxidase enddgena determinada por método colorimétrico nas amostras dos 15
pacientes submetidos a cirurgia de revascularizagdo miocardica (RM); comparagdo entre atividades Antes
e Depois da Circulagdo Extracorpdrea (CEC); Teste t Pareado; p = 0,0302; I.C. 95%. Depois da CEC vs
Antes da CEC (p < 0,05); Antes da CEC X = 38,87, SD = 33,96; Depois da CEC X = 79,73, SD = 60,61.
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As taxas de incorporacdo do colesterol livre (CL) nas HDL n&o foram

diferentes quando comparadas antes e depois da CEC (p = 0,2661) (figura 8).
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Figura 8 - Incorporag@o do colesterol livre (CL) nas HDL em pacientes submetidos a revascularizacio
miocdrdica (RM); comparacdo entre porcentagens Antes e Depois da Circulagdo Extracorpérea (CEC),
avaliada pelo método do substrato exégeno utilizando CL ** segundo Channon et al., 1990. Teste t
Pareado; p = 0,2661; 1.C. 95%. Depois da CEC vs Antes da CEC (p > 0,05); Antes da CEC X = 29,57,

SD =22,81; Depois da CEC ¥=27,10,SD=22091.

Os resultados das concentragdes das apolipoproteinas A e B (apoA,
apoB) foram maiores antes da circulagdo extracorporea (CEC) quando
comparados com as concentracoes depois da CEC (tabela 3). A razao de risco
cardiovascular, TG/HDL-C (tabela 3), foi significativamente diferente apds a
CEC (p = 0,0007).

Tabela 3 - Concentracdo de apolipoproteinas e razdes de risco dos pacientes submetidos
a revascularizacdo miocardica (RM) antes e depois da circulagdo extracorporea (CEC).

PACIENTES (n=15) Antes da CEC Depois da CEC valor de p
apoA (mg/dL) 90 + 24 54 +17 < 0,0001
apoB (mg/dL) 56 + 21 40+9 0,0005
TG/HDL-C 4,56 + 1,92 3,10 £ 0,91 0,0007

Valores expressos em média + desvio padrio, teste t, p < 0,05.
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A razdo apoB/apoA foi calculada para avaliar o risco cardiovascular, os
resultados encontram-se na figura 9. Os pacientes apresentaram maior razao
apoB/apoA depois da circulacao extracorpérea (CEC) do que antes da CEC,
embora ndo houve diferenca significante (p = 0,1554).

apoB / apoA
-—
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0.0-

Antes da CEC Depois da CEC

Figura 9 - Comparacdo da razdo apoB/apoA Antes e Depois da Circulagdo Extracorpérea (CEC) em
pacientes submetidos a revascularizagdo miocardica (IEM). Teste t pareado; p = 0,1554; I.C. 95%_. Depois
da CEC vs Antes da CEC (p > 0,05); Antes da CEC ¥ = 0,6313, SD = 0,1609; Depois da CEC X = 0,74,

SD =0,3043.
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4 DISCUSSAO

A casuistica deste estudo apresenta, quando estratificados por grupo
(normolipidémico, hipertrigliceridemia associada a HDL-C baixo, HDL-C
isoladamente baixo, dislipidemia mista) maior participagdo de pacientes
caracterizados por HDL-C isoladamente baixo (figura 5). Tal fato evidencia o
descrito na literatura: valores baixos de HDL-C sao por si s0, fator de risco para
o desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Foram identificados os seguintes fatores e marcadores de risco na
populacdo de estudo: dislipidemia, hipertensao, diabetes, tabagismo e etilismo
(figura 4). Os fatores e marcadores de risco presentes na populacao estudada,
baseando-se nos estudos realizados por Framingham et al., 2009, caracterizam
uma populagao susceptivel ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares,
vasculares periféricas e cerebrovasculares, caracteristicas presentes na
populacao de paises em desenvolvimento.

Foram determinados marcadores para avaliacdo do risco cardiovascular,
das fungbes renal e hepatica, razdes de risco a partir do perfil lipidico e
parametros associados, assim como, a determinacdo de parametros
especificos como a atividade da paraoxonase (OLIVEIRA et al., 2012 in press),
incorporacdo de CL nas HDL (CHANON et al, 1990) e determinagdo da
atividade da paraoxonase e da peroxidase endogena.

Nas determinacdes bioquimicas dos perfis lipidicos dos pacientes
participantes do estudo, antes e depois da circulagdo extracorpérea (CEC), as
alteracdes mais significativas foram em particulas ricas em triglicérides (TG, p
< 0,0001; HDL-C, p < 0,0001). Este resultado pode ser consequente,
principalmente, ao uso de heparina ou ainda ao volume de perfusato usado
durante a cirurgia, e até mesmo devido ao bloqueio feito com a administracao
de protamina. Assim como o trauma cirurgico, os anestésicos administrados
durante a cirurgia de revascularizagdo podem induzir resposta inflamatoéria que
ocasionam estresse oxidativo e mudangas no perfil lipidico (HACQUEBARD et
al, 2007).

Dentre as determinagbes mais especificas, tem-se a atividade da

paraoxonase (PON-1) e da peroxidase endogena. Neste estudo, observa-se a
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comparacao da atividade da enzima paraoxonase (PON-1) dos pacientes antes
e depois da CEC (figura 6), evidenciando diminui¢éo significativa (p < 0,0001)
da atividade desta enzima apds o evento da CEC. Tal resultado pode ser
devido ao catabolismo das particulas de HDL ou até mesmo a inativagéo da
PON-1 associada as HDL pelos peréxidos lipidicos formados, prejudicando a
atividade antioxidante da enzima (HACQUEBARD et al, 2007).

Mastorikou et al., 2008, ao avaliar modificagées nas HDL por glicacdo ou
oxidacdo da paraoxonase, observaram que tais alteracbes afetam as
propriedades anti-ateroscleréticas da lipoproteina, levando ao aumento da
oxidacao das células da parede arterial, aumento da inflamacao na parede do
vaso e aterosclerose. Segundo o estudo supracitado, a reducao da atividade da
paraoxonase pode ser considerada como um fator de risco independente para
DAC.

Jayakumari e Thejaseebai, 2009, demonstraram que a atividade da PON-
1 e a concentracdo de HDL-C estao significativamente reduzidos em pacientes
com DAC diagnosticada, quando comparados com pacientes saudaveis. Ainda
segundo este estudo, a atividade da PON-1 pode estar diminuida em pacientes
tanto devido a diminuigdo da sintese como também a inativacao da PON-1 por
peroxidos lipidicos em condi¢cdes de estresse oxidativo. Estes autores também
demonstraram que, em pacientes com DAC, o estresse oxidativo avangado €
caracterizado pelo aumento dos niveis de peréxidos lipidicos.

A comparacdo da atividade da peroxidase enddgena dos pacientes
submetidos a revascularizagdo miocardica, antes e depois da CEC (figura 7)
revelou aumento da atividade total da peroxidase endoégena apds o evento da
CEC (p = 0,0302). Este resultado pode ser decorrente do aumento da
quantidade de hidroperoxidos e substrato enzimatico disponivel para as
peroxidases, além da diminuicdo da atividade PON-1. Ao comparar os danos
oxidativos decorrentes de cirurgia de revascularizagdo miocardica com CEC e
sem CEC, Akila et al., 2007, constatou que os niveis de glutationa diminuiram
em ambos os procedimentos, sendo que tal diminuicdo foi mais pronunciada
em pacientes submetidos a RM com CEC. A atividade da catalase aumentou
apos a reperfusdo, em ambos os procedimentos, contudo o aumento foi maior
em pacientes submetidos a RM com CEC (p < 0,0001), sugerindo ativagao do
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sistema de defesa antioxidante para proteger os tecidos contra radicais livres.
Ainda nesse estudo, segundo os autores, os dados obtidos sugerem que a
peroxidacao lipidica foi desencadeada pela reperfusdo do coragao isquémico,
que pode intensificar os danos e aumentar a extensao da necrose miocardica.

A formagéao de produtos de oxidagéo fosfolipidica pode aumentar durante
a primeira fase da reperfuséo, dessa forma, radicais livres de oxigénio podem
reagir com os lipidios das membranas celulares formando hidroperoxidos.

Na figura 8, observamos que as taxas de incorporacao do colesterol livre
marcado (CL®H) nas HDL nZo foram diferentes quando comparadas antes e
depois da CEC (p = 0,2661). O que pode ser interpretado deste resultado é que
mesmo com a reducao das HDL, a proporcionalidade da incorporagdo de CL*H
parece manter-se inalterada. Portanto, a atividade da LCAT se mostrou
proporcional em relagcao as condicdes gerais, fenbmeno esse provavelmente
relacionado a estabilidade e quantidade das particulas de HDL presentes antes
e depois da CEC.

Vale ressaltar que, no momento presente, a falta de outros estudos,
utilizando a metodologia de incorporacédo, dificulta maiores interpretacoes e
extrapolacdes de tais resultados.

Ainda nao estd bem esclarecida a relagao entre transferéncias lipidicas e
aterogénese. No metabolismo das HDL, apds remocgao do colesterol nos
tecidos periféricos, ocorre a incorporacdo do colesterol livre nas HDL por
esterificacdo e em seguida, transferéncia desse colesterol para outras
lipoproteinas. Tal mecanismo € de extrema importdncia na
maturacao/remodelamento da lipoproteina de alta densidade (LIMA; COUTO,
2006).

Os resultados das concentragdes das apolipoproteinas A e B (tabela 3)
foram maiores antes da CEC (apoA, p < 0,0001; apoB, p = 0,0005). Este dado
pode ser reflexo da associagao fisica da apoA-I com a paraoxonase, ambas
localizadas nas HDL, responsaveis pela diminuicdo da oxidagcao das LDL,
protegendo contra a aterosclerose. Outro ponto importante a ser considerado é
a instabilidade e fragilidade da particula de HDL, dai, portanto a apoA estar tao
diminuida. Em estudo avaliando a mortalidade e infarto do miocardio, 30 dias,
60 dias, 12 meses, 24 meses e cinco anos apos cirurgia de revascularizagao
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miocardica, Skinner et al., 1999, constaram que a baixa concentracdo de apoA-
| (e mais nenhum outro marcador de dislipidemia) apresentou uma associagao
consistente e independente com todas as causas de mortalidade e eventos
cardiacos tardios. Segundo o estudo, a apoA-l possui papel importante na
funcdo do RCT das HDL e pode ser um melhor marcador de metabolismo do
colesterol do que outras fragdes lipidicas analisadas.

Com o objetivo de caracterizar mudang¢as na composi¢cao de lipoproteinas
plasmaticas induzidas pela cirurgia cardiaca com CEC, Hacquebard et al.,
2007, observaram significativa diminuicdo dos niveis de apoA-l e apoB,
diminuicdo da atividade da paraoxonase, além da diminuicdo de LDL-C.
Segundo este estudo, a diminuicdo da concentragdo de apoB na fragéo LDL (p
> 0,0001), reflete uma reducdo proporcional do numero de particulas
circulantes de LDL-C. Além disso, a diminuigdo da concentracao de apoA-I foi
interpretada, principalmente, como resultado do aumento da taxa catabdlica
das particulas de HDL. O conteudo de colesterol esterificado nas HDL diminuiu
(p < 0,02) apbs a cirurgia, mas a razao HDL-C/apoA-I permaneceu a mesma.

A razdo TG/HDL-C (tabela 3), foi significativamente diferente apés a CEC
(p = 0,0007), apresentando pacientes com fenétipo B, com perfil aterogénico
evidenciado pela presenca de LDL pequena e densa, visto que os resultados
foram maiores que 1,9. O uso da razdo TG/HDL-C € um importante parametro
para avaliar risco cardiovascular, pois € indicador de tamanho de particula de
LDL (MARUYAMA et al., 2003).

Na figura 9, observa-se que 0s pacientes apresentaram maior razao
apoB/apoA depois da CEC quando comparado a antes da CEC, embora nao
houve diferenca significante (p = 0,1554). Este resultado evidencia o aumento
do risco cardiovascular apés a CEC, com perda de HDL e manutencao de
apoB e LDL pequena e densa. A diminuicdo da concentracdo de apoA,
associado ao aumento da concentracdo de apoB e elevada razdo apoB/apoA
sdo importantes preditores de risco cardiovascular. Juntos possuem maior
poder em predizer risco, em comparacao com concentracées séricas de LDL-
C, CT e TG (WALLDIUS et al., 2001). A apolipoproteina B esta presente em
todas as particulas aterogénicas, enquanto que a apolipoproteina A esta
presente nas particulas anti-aterogénicas. Portanto, a razao apoB/apoA é uma
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proporcao entre particulas que contém apoB, ricas em colesterol e
aterogénicas, e particulas que contém apoA, anti-aterogénicas (WALLDIUS;
JUNGNER, 2004).

As determinagbes e estimativas (razdes de risco) realizadas nesse estudo
serviram para avaliar o comportamento do transporte reverso do colesterol e
remodelamento de particulas lipoproteicas antes e depois do evento da CEC
em pacientes submetidos a cirurgia de revascularizagdo miocardica, a partir da
incorporagéo in vitro do colesterol livre nas HDL e da atividade da paraoxonase
e da peroxidase enddgena. Os resultados enfatizam o papel da cirurgia de
revascularizagdo miocardica com CEC na alteracdo aguda do metabolismo
lipoproteico, mostrando assim, a importdncia do acompanhamento e

investigacao clinica desses pacientes no pos-operatorio.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo indica que a fase aguda da cirurgia de
revascularizagdo miocardica com CEC, induz alteragbes importantes na
concentracdo e composicdo das lipoproteinas, assim como reducado da
atividade da PON-1 e elevacdo da atividade da peroxidase enddgena. Esses
achados mostram alteragcdes importantes nos mecanismos de defesa anti-
aterogénicos apos a cirurgia de revascularizagdo miocardica com circulagao

extracorporea.

Limitacoes

As coletas foram iniciadas em outubro de 2011 e finalizadas em fevereiro
de 2012, e nesse periodo inUmeras cirurgias de revascularizagdo miocardica
foram suspensas ou remarcadas por motivos diversos, em maioria, clinicos ou
logisticos. Esses fatos impactaram diretamente no quantitativo de pacientes
selecionados para o estudo.

Ademais, com o modelo utilizado, ndo foi possivel prever se foi o impacto
do trauma cirurgico com CEC ou a anestesia, 0os responsaveis pelos achados
do estudo, individualmente ou o sinergismo entre eles, em particular, os

prejuizos ao metabolismo lipoproteico e a agdo dos antioxidantes.
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ANEXO

Procedimento Cirargico

Os pacientes foram submetidos a cirurgia de revascularizagdo miocéardica
de acordo com procedimentos de rotina. A tatica cirdrgica foi a de rotina no
Hospital Ana Neri, ou seja: preparo do paciente com monitorizagdo continua de
sua pressao arterial média, pressdo venosa central, diurese e
eletrocardiograma.

Apbs anestesia geral, os enxertos foram obtidos, quando necessario, pela
retirada de segmentos da veia safena magna de um ou ambos os membros
inferiores, pela dissecacdo de uma ou ambas as artérias toracicas internas,
quando indicado, pela dissecacao das artérias: gastroepipldica direita, radial e
epigastrica inferior.

A cirurgia habitualmente é realizada com o auxilio da circulagao
extracorpérea e parada cardiaca. Apos a realizagdo dos enxertos e
recuperacdo dos batimentos cardiacos, a circulagdo extracorpérea €
interrompida e inicia-se o processo de fechamento toracico e dos demais locais
incisados para obtencéo dos enxertos.

Ao final do procedimento, o paciente € enviado, ainda sob assisténcia
ventilatéria, a unidade de recuperagéo pds-operatdria onde devera permanecer
até que tenha condicées hemodinamicas e gerais para que retorne ao leito de
origem.

Os pacientes receberam alta hospitalar apés sete ou oito dias, de acordo
com sua condicdo geral.
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