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RESUMO
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Este estudo analisou a associacao entre o polimorfismo genético da superdxido
dismutase dependente de manganés (Ala16Val MnSOD) e biomarcadores oxidativos
e inflamatorios em sujeitos hipercolesterolémicos e controles. Os niveis de colesterol
no grupo controle foram de 104 a 178 mg/dL (2.69—4.61 mmol/L) e
hipercolesterolémicos foram de 250 a 529 mg/dL (6.47-13.70 mmol/L). Os
biomarcadores estudados foram: colesterol-LDL oxidado (ox-LDL), anticorpos anti-
LDL oxidado (Anti-ox-LDL), proteina C reativa ultra-sensivel (PCR-us), TBARS,
proteina carbonil, grupos tidis, glutationa (GSH), vitamina C e E, bem como enzimas
antioxidantes [superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)]. Adicionalmente foram
avaliados os niveis da albumina modificada na isquemia (IMA), bem como o peffil
lipidico. Os resultados mostraram uma associagdo significante entre
hipercolesterolemia e altos niveis de ox-LDL, Anti-ox-LDL, IMA e PCR-us. Esses
resultados mostraram uma correlacdo positiva entre IMA e Anti-ox-LDL, e uma
correlacdo negativa entre HDL e PCR-us associado a hpercolesterolemia. A
influéncia do polimorfismo Alai6Val nos biomarcadores oxidativos e inflamatérios
mostrou que os niveis de HDL foram mais baixos em hipercolesterolémicos com o
alelo V (VV + AV). A presente investigacao destacou uma correlagao positiva entre
niveis de colesterol total, TBARS, proteina carbonil e grupos tidis. Nos sujeitos
hipercolesterolémicos ocorreu uma reducao dos niveis de GSH e da atividade da
SOD, provavelmente devido a inativacdo da enzima causada pela oxidacao da
proteina. A atividade da CAT foi aumentada provavelmente para compensar
parcialmente o estresse oxidativo. Um aumento nos niveis sorolégicos da Vitamina E
também foi observado em sujeitos hipercolesterolémicos. Baseado nos resultados
encontrados, sugere-se uma correlacdo significante entre hipercolesterolemia e
biomarcadores inflamatérios e de estresse oxidativo. Estudos prévios tem
demonstrado a interacao entre o genétipo VV e biomarcadores oxidativos como oxi-
LDL. Contudo, a redugé&o nos niveis de HDL é relevante em hipercolesterolémicos
VV quando comparados com outros grupos. Funcionalmente, a variante Val MnSOD
reduz a eficiéncia MnSOD aumentando a probabilidade de disfuncao endotelial e
quando associado a hipercolesterolemia pode contribuir para aumentar o risco de
eventos cardiovasculares.

Palavras chave: polimorfismo MnSOD; AlaiéVal MnSOD; hipercolesterolemia;
inflamacao; espécies reativas de oxigénio; estresse oxidativo.



ABSTRACT

Doctoral Thesis
Programme of Post Graduation in Biological Sciences: Toxicological Biochemistry
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

Ala16Val MnSOD polymorphism in the hypercholesterolemia and its
association with inflammation biomarkers and oxidative stress

AUTHOR: MARTA MARIA MEDEIROS F. DUARTE
ADVISER: Vania Lucia Loro
CO - ADVISERS: Maria Rosa Chitolina Schetinger
Ivana Beatrice Méanica da Cruz

Place and Date of the Defense: Santa Maria, 2010.

This study aimed to analyze the association between the genetic polymorphism of
the manganese-dependent superoxide dismutase (Alai6Val MnSOD) and the
oxidative and inflammatory markers in hypercholesterolemic and control individuals.
Cholesterol levels in the control group were 104 to 178 mg/dL (2.69—4.61 mmol/L), while
the hypercholesterolemic group presented levels 250 to 529 mg/dL (6.47—-13.70
mmol/L).. The following biomarkers were also investigated: cholesterol-LDL oxidized
(ox-LDL), antibodies anti-LDL oxidized (Anti-ox-LDL), ultra-sensitive C reactive
protein (us-CRP), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), carbonyl protein,
thiol groups, glutathione (GSH), Vitamins C and E, as well as the superoxide
dismutase antioxidant enzymes (SOD) and catalasis (CAT). Additionally, we
evaluated the levels of ischemia-modified aloumin (IMA), as well as the lipid profile.
IMA levels were higher in the hypercholesterolemic group and a significant
association between hypercholesterolemia and ox-LDL, Anti-ox-LDL, IMA and us-
CRP was observed. A negative correlation between HDL and us-CRP was observed
as well. Alat6Val polymorphism influenced the oxidative and inflammatory markers
and HDL cholesterol levels were lower in the hypercholesterolemic individuals with
the allele V (VV + AV). The present study demonstrated a positive correlation
between the total cholesterol levels, TBARS, carbonyl protein and thiol groups. In the
hypercholesterolemic individuals there was a reduction in the GSH levels and in the
SOD activity, probably due to the enzyme inactivation caused by the protein
oxidation. The CAT activity significantly increased probably to partially compensate
the oxidative stress. An increase in the Vitamin E serum levels was also observed in
the hypercholesterolemic individuals. The group with hypercholesterolemia presented
an increase of the oxidative stress, especially for the individuals with a VV genotype
to AlatéVal MnSOD polymorphism. TBARS levels, carbonyl protein, thiols groups,
Vitamin E and the catalasis activity were significantly higher in the
hypercholesterolemic individuals with a VV genotype while GSH and SOD were lower
in these individuals. Functionally, the Val MnSOD variant reduces the MnSOD
efficiency thus increasing the probability of development of endothelial dysfunction
and contributing to the increase in the risk of cardiovascular events, especially when
associated to hypercholesterolemia states.

Key words: MnSOD polymorphism; AlaiéVal MnSOD; hypercholesterolemia;
inflammation; oxidative stress.
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APRESENTACAO

No item 1, INTRODUGCAO, esta descrita uma breve introdugdo sobre a tese.
Os objetivos, geral e especificos, estdo organizados no final da introducéo.

No item 2, REVISAO BIBLIOGRAFICA, esta descrita uma revisdo sobre os
temas trabalhados nesta Tese.

Os RESULTADOS estao dispostos na forma de artigos, um ja publicado e os
outros dois na forma de manuscritos submetidos a publicacdo, organizados no item
3. Os artigos cientificos estdo descritos na integra, contendo as se¢des introducéo,
materiais e métodos, resultados, discussao e referéncias bibliograficas.

No item 4, DISCUSSAO, estdo apresentados as interpretacdes e comentarios
gerais sobre os artigos cientificos aqui apresentados.

No item 5, CONCLUSOES, sdo apresentadas as conclusdes gerais do
presente trabalho.

No item 6, PERSPECTIVAS, estdo expostos alguns possiveis estudos para a
continuacao desse trabalho.

O item 7, REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS, refere-se somente as citacdes
que aparecem nos itens 1, 2 e 5 (Introducéao, Revisao Bibliografica e Discussao).

O item 8, ANEXO, refere-se aos demais trabalhos realizados durante o Curso

de Doutorado e os artigos aceitos para publicacdo durante este periodo.



1 INTRODUCAO

A hipercolesterolemia esta epidemiologicamente ligada ao desenvolvimento
de doencas cardivasculares (DC) sendo um importante fator de risco para estas
doencas e determinante para o surgimento da aterosclerose. A aterosclerose € uma
doenca inflamatéria crénica que afeta os vasos sanguineos incluindo as artérias de
grande e médio calibre. Esta doenca € caracterizada pela presenca de
anormalidades lipidicas, inflamacgao, disfuncdo endotelial, estresse oxidativo e
acumulo de leucécitos e plaguetas nas paredes das artérias (ROSS, 1999; LUSIS,
2000; HANSSON, 2005; ROCHA e LIBBY, 2009).

A aterogénese ocorre pela excessiva proliferacdo de varios tipos celulares na
intima arterial, as quais sdo controladas por fatores de crescimento e citocinas, e
pela oxidacdo e acumulo do colesterol transportado pela lipoproteina de baixa
densidade (colesterol — LDL) intracelular e extracelular. Uma das fases iniciais da
aterogénese é a mudanca oxidativa do LDL e a absorcdo das particulas dessa
lipoproteina modificada pelos macréfagos que, por sua vez, se transformam em
células carregadas, ricas em colesterol, denominadas células espumosas (CE) ou
foam cell, (MOREL, 1994; ARMSTRONG et al., 2006 a).

A formacdo do ateroma ou placa aterosclerética, que diminui o didmetro
interno dos vasos e que pode romper o endotélio levando a eventos
cardiovasculares (coronarianos, cerebrais e periféricos), € um processo complexo.
No caso, o ateroma é formado por uma capa fibrosa com varias camadas achatadas
que estdao embebidas em uma matriz extracelular de tecido conjuntivo denso e que
contém moléculas como o coladgeno e proteoglicanos, além de algumas células
musculares lisas (SMC), (ROSS, 1999).

A oxidacdo do LDL é uma fase obrigatéria para a formacdo das CE,
(BATLOUNI, 1997). O LDL atinge a camada intima dos vasos, onde sofre oxidagao
por substancias secretadas por células endoteliais, SMC e macréfagos. Este
processo € mediado por espécies reativas de oxigénio (EROs) e catalisado por
metais de transicdo como ferro e cobre (HEINECKE,1998; HOLVOET, 1998;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; ROCHA e LIBBY, 2009). O LDL oxidado (ox-
LDL) estimula a sua captacdo pelos macrofagos, que através de processos



fagocitarios englobam estas moléculas para o seu interior. O ox-LDL é capaz de
induzir a produgdo de moléculas modificadas com efeitos biol6gicos diversos,
capazes de acentuar a disfuncdo endotelial (SCALIA et al., 1998; KAWAKAMI e
YOSHIDA, 2009; WOLBERG e MACKMAN, 2009).

O ox-LDL, por possuir lisofosfatidina, induz a expressdo de moléculas como a
proteina quimiotaxica para monécitos (MCP-1) e o fator estimulador das col6nias de
monocitos (M-CSF), os quais estimulam o crescimento e diferenciagdo de mondcitos
em macrofagos (LIBBY, 2000). Adicionalmente, o ox-LDL induz os linfécitos B a
produzirem anticorpos contra o colesterol ox-LDL (Anti-ox-LDL), a produgédo de
mediadores inflamatérios como a proteina C reativa (PCR), a interleucina-6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral (TNF-a), (LAMACK et al., 2005; ARMSTRONG et al., 2006
b; DUARTE et al., 2007; EMMANUEL et al., 2009).

Dada a importancia do LDL no processo aterogénico, é conhecido que o
estado de hipercolesterolemia estd associado ao processo inflamatério que contribui
na producao de radicais livres (RL), alteracbes estruturais e moleculares dos vasos,
em especial das artérias e parece também contribuir na modificacdo da albumina
humana, o que aumentaria ainda mais o risco as DC (SBAROUNI et al., 2006;
DUARTE et al., 2007; CHO et al., 2007; KONDO et al., 2009). A albumina humana é
uma proteina constituida por 585 aminoacidos, sendo que o grupamento N-terminal
de sua estrutura constitui um sitio especifico de ligacdo com alguns metais como
cobalto (Il), cobre (ll) e niquel (IlI), sendo a regido mais susceptivel a degradacao,
quando comparadas a outras regides da albumina. A ligacdo dessa regiao da
albumina a estes metais pode ser alterada devido a isquemia, hipdxia, acidose ou
pela formagdo e acdo de RL, induzindo a formagdo da albumina modificada na
isquemia (IMA), (BAR-OR et al., 2000; FAGAN et al., 2002; MOTHES e FALLER,
2007; TUREDI et al., 2008), a qual esta sendo considerada como um biomarcador
de estresse oxidativo (GAZE et al., 2009).

As EROs geradas devido a hipercolesterolemia (PRASAD e KALRA,1993;
KOTUR-STEVULJEVIC et al., 2007; TASOULIS et al., 2009), sdo observadas no
sangue, em eritrocitos de ratos e no tecido aértico de coelhos alimentados com uma
dieta rica em colesterol. Nesses animais foi observado um aumento nos niveis
plasmaticos de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), indicando a
ocorréncia de peroxidacao lipidica. Também foi observado um aumento da atividade

das enzimas antioxidantes como as do sistema glutationa peroxidase
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(GSHPx)/glutationa redutase (GSHR) e catalase (CAT), bem como a reducdo da
atividade da superéxido dismutase (SOD) e dos niveis de glutationa (GSH) ,
(MANTHA et al., 1996; ERDINCLER et al., 1997; DELANTY et al., 1997; ZOU et al.,
2005; VALKO et al., 2007).

O organismo, a fim de controlar a geracdo de RL, possui dois sistemas
antioxidantes que atuam de modo concomitante: um sistema end6geno enzimatico e
um sistema nao-enzimatico que é composto por moléculas oriundas, principalmente
da dieta. Entre estas podemos citar a vitamina E (Vit E) que confere protecao a
membrana celular por atuar como quelante dos oxidantes produzidos durante a
lipoperoxidagdo. E um importante antioxidante lipofilico e a associacdo entre as
concentragdes plasmaticas de Vit E e a reducdo na gravidade das DC pode ser
explicada pela habilidade da Vit E em proteger contra danos teciduais induzidos por
oxidantes produzidos na aterosclerose (FREI et al., 1989; AZZI et al., 1995;
SALONEN et al., 2001; HASTY et al., 2007). Outro mecanismo proposto para a Vit E
€ sua agao na inibicado das proteinas quinases, prevenindo, assim, o
desenvolvimento de lesao aterosclerética (ROSS e MOLDEUS, 1991). O &cido
ascérbico ou vitamina C (Vit C) € um antioxidante hidrossoltvel importante para o
organismo. Tem multiplas propriedades antioxidantes incluindo a habilidade de
regenerar a-tocoferois e neutralizar diretamente os RL (BHATT et al., 2006).

Além das moléculas antioxidantes exdgenas outras moléculas sao
importantes no processo antioxidante como é o caso da lipoproteina de alta
densidade (colesterol — HDL). Esta molécula facilita o transporte reverso do
colesterol, processo pelo qual o excesso de colesterol proveniente dos tecidos
periféricos é transferido para o plasma para ser reciclado ou excretado pelo figado
via bile. O HDL protege o endotélio vascular por apresentar uma acao antitrombotica
e antiinflamatéria, pois inibe a modificacdo oxidativa do LDL, o qual é o agente
iniciador do processo aterogénico (NG et al.,, 2005; MINEO et al., 2006;
SEETHARAM et al., 2006). Assim, varios estudos sugerem que o HDL atua como
um antioxidante devido a sua associacdo molecular com a paraoxonase (PON1) e
com o fator ativador de plaquetas acetil-hidrolase (PAF-AH) (MATTES, 2000; NINO,
2005; VAN ECK et al., 2007; SEO e GOLDSCHMIDT-CLERMONT, 2009).

O sistema antioxidante enddégeno envolve a agdao de enzimas antioxidantes,
uma vez que a respiracdo celular faz com que haja constante producdo do anion
superdxido (O2"). Este é produzido a partir de cerca de 5% do oxigénio inspirado que
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nao é utilizado nas cadeias bioquimicas mitocondriais para a geracdo de energia
como o composto adenosina tri-fosfato (ATP). Por este motivo, o organismo produz
uma enzima, superoxido dismutase (SOD) que dismuta o superéxido em uma
molécula de peréxido de hidrogénio (H-O.). Esta enzima possui trés isoformas
produzidas a partir de informagdes oriundas de genes nucleares. Duas SODs, a
citoplasmatica e a extracelular, sdo dependentes de cobre/zinco enquanto que uma
SOD, mitocondrial, é dependente de manganés para o seu funcionamento
metabdlico (ZELKO et al., 2002).

A MnSOD ¢, talvez, a mais potente enzima antioxidante intracelular, pois
decompde os radicais superéxidos em H>O, e O, dentro da mitocéndria (WAN et al.,
1994). E codificada por um gene (MnSOD), localizado no cromossoma 6g25-2
(ROSENBLUM et al., 1996), que tem sua expressao induzida pelo ox-LDL e pelos
mediadores inflamatérios. Por ser produzida no citoplasma, existe na proteina recém
formada no reticulo endoplasmatico rugoso uma pequena sequéncia que direciona a
MnSOD ainda ndo ativa para dentro da mitocondria onde sera ativada e vai
funcionar. Esta sequéncia € genericamente denominada sequéncia alvo mitocondrial
(mitochondrial target sequence, MTS). Estudos genéticos observaram que o gene
MnSOD apresenta um polimorfismo genético em sua estrutura composto por uma
mutacao de base que substitui uma citosina por uma timina. Esta substituicao resulta
na substituicdo do residuo 16 (Alai6Val MnSOD) (WISPE et al., 1989; SHIMODA-
MATSUBAYASHI et al., 1996) da regiao MTS. Foi observado que a isoforma
MnSOD-Val apresenta dificuldade para ser transportada para o interior da
mitocbndria bem como seu funcionamento € menos eficiente quando comparada
com a MnSOD-Ala. Esta condicdo parece diminuir a sua acao antioxidante
(SUTTON et al., 2003; KAKKO et al., 2003).

O polimorfismo resulta em trés possiveis gendétipos: AA, VV e AV (SUTTON et
al., 2003; TAUFER et al., 2005; BICA et al., 2008). Os portadores do genétipo VV
possuem uma enzima superéxido dismutase menos eficiente, o que também pode
produzir estresse oxidativo por acumulo de superdxido que, por sua vez, atua
diretamente na fisiologia e disfuncdo vascular. Estudos tém demonstrado uma
associagcao entre o polimorfismo Alai6Val MnSOD e DC, disfuncdo endotelial, e
obesidade (KAKKO et al., 2003; LI et al., 2005; GOTTLIEB et al., 2005; DEDOUSSIS
et al., 2008;. MONTANO et al., 2009).
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Apesar do acumulo de evidéncias epidemioldgicas que sugerem a associagao
entre a hipercolesterolemia, marcadores inflamatérios, moleculares, estresse
oxidativo e a influéncia de fatores genéticos envolvendo as DC, ainda sua
fisiopatologia ndo estd completamente elucidada. Por tal motivo, a busca de um
modelo experimental em seres humanos que possa ser investigado em condicdes in
vivo, é de grande relevancia. Acredita-se que o polimorfismo do gene da MnSOD
seja um modelo-candidato no sentido de agregar maiores informagdes sobre os
processos envolvidos nas patologias caracterizadas por alta morbidade e
mortalidade, como a aterosclerose indutora das DC. Adicionalmente,
marcadores bioquimicos associados a condicdes clinicas e sub-clinicas relacionadas
com o impacto da hipercolesterolemia no desenvolvimento da aterosclerose e DC é
de grande interesse cientifico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Dislipidemias

Dislipidemias sao alteragdes metabdlicas lipidicas decorrentes de disturbios
em qualquer fase do metabolismo lipidico, que ocasionam repercussao nos niveis
séricos das lipoproteinas. As dislipidemias primarias ou sem causa aparente
podem ser classificadas genotipicamente ou fenotipicamente através de analises
bioguimicas. Na classificacdo genotipica, as dislipidemias dividem-se em
monogénicas, causadas por mutagdes em um sé gene; e poligénicas causadas por
associagdes de multiplas mutacées que isoladamente ndo seriam de grande
repercussao (JONES et al., 2009).

A classificacao fenotipica ou bioquimica considera os niveis do colesterol total
(CT), LDL, HDL e triglicerideos (TG). Compreende quatro tipos principais bem
definidos: hipercolesterolemia isolada, ou seja, elevagcédo isolada do LDL, sendo
maior ou igual a 160 mg/dL; hipertrigliceridemia isolada: verifica-se elevacgéo isolada
dos TG com valores maiores ou iguais a 150 mg/dL), refletindo em um aumento da
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL); hiperlipidemia mista onde encontra-se
valores aumentados de ambos LDL (maior ou igual a 160 mg/dL) e TG (maior ou
igual 150 mg/dL); HDL baixo (homens menor que 40 mg/dL e mulheres menor que
50 mg/dL) isolada ou em associacdo com aumento de LDL ou de TG
(FREDRICKSON et al., 1967; ALWAILI et al., 2009).

Na pratica clinica, a grande maioria das dislipidemias primarias é do tipo
poligénico, com influéncia em mdultiplos fatores genéticos e ambientais. Em uma
pequena porcdo de casos, € possivel identificar formas hereditarias com
caracteristicas peculiares e valores muito elevados de determinada lipoproteina.
Quando a dislipidemia é resultado de acbes medicamentosas ou consequéncia de
alguma doenca de base é chamada de secundaria como hipotireoidismo, doencas
renais parenquimatosas, diabetes mellitus (DM), entre outras (OH et al., 2009).

As dislipidemias, especialmente a hipercolesterolemia, estdo entre os mais
importantes fatores de risco de DC (OSIPOV et al., 2009; KUMAR e CANNON,



2009). Sao caracterizadas por disturbios nos niveis de lipidios circulantes com ou
sem repercussao sobre o territério vascular, associadas a manifestagcées clinicas
diversas. Podem ser influenciadas por disturbios genéticos e/ou adquiridos (JONES
et al., 2009). As variaveis ambientais envolvidas na determinacao do perfil lipidico
incluem o tabagismo, sedentarismo e dieta. A ingestao caldrica excessiva, com
elevado teor de gordura e colesterol, esta associada a niveis séricos aumentados de
CT e da LDL. A reducéo da HDL, além de hipertenséo arterial, tabagismo, diabetes
e obesidade estdo associados a lesbes avangadas de aterosclerose e maior risco
de manifestagbes clinicas da referida doenca. Existem também outros fatores
envolvidos, porém nao controlaveis, como a idade, o sexo, a raga e hereditariedade
(DE GROQT et al., 2009). Toda hiperlipidemia com hipercolesterolemia isolada,
independente da origem, é classificada, de maneira geral, como dislipidemia do tipo
lla de acordo com a ainda vélida classificagdo fenotipica de Fredrickson et al.
(1967). Esta classificagdo é baseada na determinagdo eletroforética das
lipoproteinas e dosagens dos lipidios plasmaticos.

2.2 Lipoproteinas

As lipoproteinas séo particulas esféricas que transportam lipidios apolares
(insoluveis em agua) em seu nucleo. Esses complexos sdo constituidos por
quantidades variaveis de colesterol e seus ésteres, ftrigliceridios, fosfolipidios e
proteinas (apoproteinas). Sao sollveis no plasma devido a natureza hidréfila da
parte protéica (BADIMON et al., 2009).

As quatro grandes classes de lipoproteinas plasmaticas em humanos sao
representadas pelos: Quilomicrons - principal forma de transporte dos trigliceridios
da dieta (exdégeno) até os tecidos; VLDL - transportam trigliceridios de origem
endogena desde o figado e, em menor quantidade, do intestino delgado para os
tecidos; LDL - ricas em colesterol que sdo transportadas até as células; HDL - atuam
na captacao do colesterol ao nivel celular conduzindo-o até o figado onde é
catabolizado e eliminado. Existe ainda uma quinta classe, as lipoproteinas de
densidade intermediaria (IDL) (COOPER, 1997).

23



As apoproteinas (Apo) promovem e controlam o transporte dos lipidios no
plasma e sua captacao pelos tecidos. Sdo divididas em varios grupos, mas as mais
importantes sao: ApoA, ApoB, ApoC, ApoE e a Lipoproteina A [LP(a)]. A ApoA é
sintetizada no figado e intestino e esta inicialmente presente nos quilomicrons na
linfa, mas é rapidamente transferida para as HDL. A ApoB apresenta-se no plasma
em duas formas: apoB100 e apoB48. A apoB100 é o componente protéico das LDL
e esta também presente nos quilomicrons e VLDL. A apoB48 é somente encontrada
nos quilomicrons. A apoB100 é reconhecida por receptores especificos nos tecidos
periféricos (BAUMEISTER et al., 2009). A ApoC integra uma familia de trés
proteinas (apoC-Il, apoC-Il e apoC-lll), sendo sintetizadas no figado e incorporadas
pelas HDL. A ApoE é sintetizada no figado, incorporada ao HDL e transferida, na
circulacdo, para os quilomicrons e VLDL. E, provavelmente, a principal apoproteina
envolvida na captacdo hepatica dos quilomicrons remanescentes, ligando-se aos
receptores apoB nos tecidos (WILSIE et al., 2006). A Lipoproteina A [LP(a)], por ser
homologa do fibrinogénio, tem sido considerada como aterogénica e trombogénica,
independente dos outros valores dos lipidios sanguineos (AL-BUSTAN et al., 2009;
KAWAKAMI e YOSHIDA, 2009).

A estrutura das particulas lipoprotéicas € geralmente formada por um nucleo
hidrofébico de ésteres de colesterol e trigliceridios. A camada externa hidréfila é
constituida por compostos polares tais como: proteinas sollveis, porcao hidroéfila dos
fosfolipidios e colesterol livre com seu grupo hidroxila (posicao 3) direcionado para a
periferia do complexo. As concentracbes dos lipidios plasmaticos sao indices
estaticos do metabolismo lipoprotéico utilizados no estudo do risco cardiovascular
(KHAWAJA e KULLO, 2009).

2.3 Metabolismo das Lipoproteinas

O transporte dos lipides (via exdégena) da dieta é realizado pelos quilomicrons
(KAMOUN e ALAIN - VERNEUIL, 2006). As VLDL e LDL transportam os lipides de
origem hepatica, que contém liproproteina apoB-100 (via enddgena). Os trigliceridios
das VLDL, assim como os dos quilomicrons, sao hidrolizados pela lipase lipoprotéica
(GOLDBERG, 1996). Os acidos graxos sao liberados para os tecidos e
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metabolizados. Os quilomicrons transformam-se em remanescentes e sao
removidos, pelo figado, por receptores especificos, sendo que o mais aparente é o
receptor da LDL (COOPER, 1997).

As IDL sdo formadas quando parte das VLDL perdem componentes de
superficie lipidicos e protéicos. As VLDL trocam trigliceridios por ésteres de
colesterol com as HDL e LDL por intermédio da proteina de transferéncia de
colesterol esterificado (CETP). As VLDL, como as LDL, serdo removidas no figado
por intermédio de ligacdo com receptores especificos (SORENSEN et al., 2009). A
expressao desses receptores é a principal responsavel pelo nivel de colesterol no
sangue e depende da atividade da enzima hidréxi-metil-glutaril CoA redutase (HMG-
CoA redutase), que é a enzima limitante da sintese do colesterol hepatico (PEASE e
LEIPER, 1996).

A LDL geralmente transporta 70% do total de colesterol do plasma. Quando
as concentragbes de LDL estdo elevadas, ocorre um aumento do risco de
aterosclerose (ARMSTRONG et al., 2006 a), pois induz a ativacao plaquetaria e a
expressao do fator tecidual (RAY e ROSENDAAL, 2001). As particulas de HDL séo
constituidas predominantemente por proteinas e por fosfolipideos, sao formadas no
plasma e no compartimento extravascular. A apo A-l e a apo A-ll constituem o
principal conteudo protéico da HDL. O colesterol livre da HDL é esterificado pela
acao da lecitina colesterol acil transferase (LCAT). A HDL transporta o colesterol dos
tecidos para o figado, que faz a conversao desse colesterol para sais biliares. O
colesterol sera eliminado no chamado transporte reverso do colesterol (FIELDING e
FIELDING, 1995; TCHOUA et al., 2009). O aumento dos niveis de HDL confere um
efeito protetor contra a cardiopatia isquémica (YOKOYAMA, 2006; PATEL et al.,
2009). Isto porque tal molécula apresenta propriedades antitrombéticas por inibir a
agregacao plaquetaria, reduzir a viscosidade do sangue, suprimir a atividade do fator
tecidual e do inibidor do ativador de plasminogénio (PAI-1) e inativar o fator V da
coagulacao pela ativacao da proteina C (KARADAG e AKBULUT, 2009).

O tecido adiposo e o muscular constituem os principais depdésitos de
trigliceridios no organismo humano. Os trigliceridios também contribuem para o
desenvolvimento de DC, pois aumentariam os niveis do fator VII de coagulacao, PAI-
1 e a viscosidade do sangue. Como séo os constituintes principais dos quilomicron e
das VLDL, eles contribuem para o acumulo de lipidios no interior dos macro6fagos,
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promovendo a formacado das CE, sendo considerados fatores de aterogenicidade
(CORDERQO et al., 2009).

2.4 Hipercolesterolemia

A hipercolesterolemia esta associada a diversas disfungdes endoteliais, sendo
considerada como um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento das
DC. Quando associada a fatores biol6gicos e/ou ambientais, leva a formagédo da
placa ateromatosa aumentando os indices de morbidade ou mortalidade (KANNEL
et al., 1979; LIBBY, 2002).

E definida quando a concentracdo de colesterol total for igual ou superior a
200 mg/gL ou quando a concentracdo de LDL for igual ou superior a 160 mg/dL
(SKILTON et al., 2007). Essa desordem pode ser genética ou secundaria a outras
patologias ou, ainda, de etiologia incerta, provavelmente refletindo uma interacéao
entre a dieta e fatores poligénicos indefinidos. A base patofisioldégica parece ser a
combinacdo de producdo excessiva e catabolismo defeituoso do colesterol. O
defeito celular foi identificado como uma deficiéncia nos receptores B e E da
superficie celular para a LDL, que normalmente controla o0 metabolismo do colesterol
intracelular, assim como, a degradacao da LDL (EMMANUEL et al.,, 2009). As
distor¢des no transporte do colesterol podem favorecer seu depdsito na parede das
artérias e vasos, contribuindo para o desenvolvimento da aterosclerose
(ECKARDSTEIN et al., 2001; MCKENNEY et al., 2009).

2.5 Aterosclerose

A aterosclerose € uma patologia inflamatéria crénica de origem multifatorial
que ocorre em resposta a agressao endotelial, acometendo principalmente a
camada intima de artérias de médio e grande calibre (LIBBY, 2000; ROCHA e
LIBBY, 2009). Os principais fatores de risco sdo a elevagdo de lipoproteinas



aterogénicas (LDL, IDL, VLDL, remanescentes de quilomicrons), hipertensao arterial,
obesidade, tabagismo, entre outros (OSIPOV et al., 2009).

A hipercolesterolemia provoca uma disfungdo endotelial, a qual aumenta a
permeabilidade da intima as lipoproteinas plasmaticas favorecendo a retencao das
mesmas no espacgo subendotelial. Retidas, as particulas de LDL sofrem oxidacao,
formando o ox-LDL e causando a exposi¢do de diversos neo-epitopos, tornando-as
imunogénicas (SKALEN et al., 2002; SKILTON et al., 2007).

O deposito de ox-LDL, na parede arterial, € o processo-chave no inicio da
aterogénese, (HOLVOET et al., 1998; HARRISON et al., 2003). A oxidacdo do LDL é
induzida pelos RL produzidos pelos macréfagos, células endoteliais ou células
musculares lisas (HEINECKE, 1998; HARRISON et al., 2003; ARMSTRONG et al.,
2006 b; GAUTIER et al., 2009). A peroxidacao lipidica inicia nos acidos graxos
poiinsaturados dos fosfolipidios, propagando-se aos lipidios do nucleo, como o
colesterol livre e ésteres de colesterol (ALBERTINI et al., 2002). A presenca do ox-
LDL provoca outra manifestacdo da disfuncdo endotelial, representada pelo
surgimento de moléculas de adesado leucocitaria na superficie endotelial. As
moléculas de adesao sdo responsaveis pela atracdo de mondcitos e linfocitos para a
parede arterial. Estimula a liberacdo de interleucina-1p (IL-1B) e Interleucina-6 (IL-6)
(LIBBY, 2000; LIBBY et al., 2005; LEVITAN et al., 2009). O ox-LDL induz as células
endoteliais a expressar a molécula de adeséo intercelular - 1 (ICAM-1) e a mélecula
de adesdo da célula vascular — 1 (VCAM - 1), permitindo que os mondcitos e
linfocitos T possam se aderir as células endoteliais, através de seus receptores da
proteina quimiotatica de mondcitos — 1 (MCP-1), (SCALIA et al., 1998).

Induzidos por proteinas quimiotaticas, os monécitos migram para o espaco
subendotelial onde se diferenciam em macréfagos, que por sua vez captam ox-LDL
através dos receptores especificos. Os receptores limpadores (scavenger), (SRA-I,
SRA-II, LRP e CD36), localizados na superficie dos macréfagos, reconhecem ox-
LDL e este € internalizado pelos macrofagos, formando as células espumosas. Os
macréfagos processam o auto-antigeno promovendo a ativacdo dos linfocitos T e
secrecao de citocinas (KOUNNAS et al., 1992; QIN et al., 2006; EMMANUEL et al.,
2009). Os macrofagos ativados secretam citocinas pro-inflamatérias como interferon-
v (IFN-y), fator de necrose tumoral-o. (TNF-a) e IL-6, as quais podem potencializar a

expressdao dos receptores scavenger a induzirem fatores pro-coagulantes,
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fibrinoliticos e aumentar as propriedades adesivas das células endoteliais
(PERSSON et al., 2006).

A resposta inflamatéria esta ativada e os linfocitos T (CD4) ativados proliferam
e passam também a secretar as citocinas proé-inflamatérias como, TNF-a e B,
Interleucina-2 (IL-2) e IFN-y, que causam ainda uma maior ativacdo de macrofagos,
ativacao vascular e inflamacdo (CHARAKIDA et al., 2009). O IFN-y, TNF-a e IL-1
estimulam a proliferagédo das SMC e a sintese de colageno, as quais se agregam as
CE, completando a formacdo da placa ateromatosa (LIBBY, 2002; BERG et al.,
2009).

A placa aterosclerética plenamente desenvolvida é constituida por elementos
celulares, componentes da matriz extracelular e nacleo lipidico. Esses elementos
formam na placa aterosclerética, o nucleo lipidico, rico em colesterol e a capa
fibrosa, rica em colageno. As placas estaveis caracterizam-se por predominio de
colageno, organizado em capa fibrosa espessa, escassas células inflamatérias e
nucleo lipidico de proporcées menores. As instdveis apresentam atividade
inflamatéria intensa, especialmente nas suas bordas laterais, com grande atividade
proteolitica, nacleo lipidico proeminente e capa fibrética ténue. A ruptura desta capa
expde material lipidico altamente trombogénico, levando a formacao de um trombo
sobrejacente. Esse processo, também conhecido por aterotrombose, € um dos
principais determinantes das manifestagdes clinicas da aterosclerose (KUSUMOTO,
2001; KUMAR et al., 2004; WOLBERG e MACKMAN, 2009).

Durante o processo inflamatério, a producao de IL-6, IL-1 e TNF-a, induzem a
expressao dos genes hepaticos a sintetizarem as proteinas de fase aguda como a
PCR e amil6ide sérica A (AMBERGER et al., 1997). As concentracdes elevadas de
PCR atuam diretamente no recrutamento de leucécitos e apoptose na parede do
vaso (VERMA et al., 2004, KUBO et al.,, 2009). A PCR provoca efeitos pro-
inflamatérios e pré-arterosclerético no endotélio vascular. Seus niveis elevados
aumentam a sintese das moléculas de adesao leucocitaria e plaquetaria (E-selectina
e P-selectina), estimulando a quimiotaxia e favorecendo a transmigracao leucocitaria
para a intima vascular e a adesao plaquetaria (LEY et al., 2003; PRASAD, 2006). A
presenca de PCR em altas concentracdes inibe a sintese do éxido nitrico nas células
endoteliais, facilitando a apoptose destas células e bloqueando a angiogénese
(VERMA et al., 2002). Seus efeitos pro-aterogénicos sao evidenciados por estimular

28



29

a migracao, proliferacdo das SMC e producdo de EROs (VERMA et al., 2004;
ROCHA e LYBBY, 2009). (Figura 1).

1. Estrutura normal da artéria 2. Oxidacao do LDL

Membrana Elastica

3. Formacao das células espumosas 4. Formacao da placa de ateroma
e processo inflamatério

Figura 1 — Formacéo da placa de ateroma.
Adaptado de Kumar et al. (2004)



Os linfécitos T (CD8), que também participam da resposta imune, causam um
ataque citotéxico nas SMC quando as mesmas estao apresentando fragmentos
lipidicos associados a proteinas de classe | do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC), levando a apoptose dessas células (GENG et al.,
1997). Os linfécitos B podem ocorrer na camada adventicia e no tecido conectivo e
sdo os responsaveis pela sintese dos anticorpos anti-ox-LDL (HANSSON, 2005;
POLI et al., 2009). Os Anti-ox-LDL desempenham uma fungé&o imunoprotetora contra
o desenvolvimento da arterosclerose, pois neutralizam e catabolizam o ox-LDL
(FUKUMOTO et al., 2000; MATSUURA et al., 2006).

A hipercolesterolemia, ox-LDL, proteinas de fase aguda, como a PCR, e o
estresse oxidativo sdo fatores predisponentes a adesdo, ativagcdo e agregacao
plaquetaria (TOUSOULIS et al., 2003, 2006). Essa associagdo com a ativagao de
células endoteliais e acumulo de leucécitos e plaquetas, na parede das artérias,
causa uma restricao ao fluxo sanguineo. O estreitamento da luz do vaso pode levar
a uma obstrucdo e, consequentemente, a uma isquemia tecidual e, desse modo,
predispor a doencas cardiacas, cerebrais e vasculares (VICTOR et al., 2009;
RIDKER, 2009).

2.6 Isquemia

A isquemia desenvolve-se em consequéncia de varios fatores bioldgicos e
ambientais e pode coexistir com outras patologias. Estao incluidos entre os fatores
de risco a hipercolesterolemia, a hipertensdo, o DM e a resisténcia a insulina, bem
como o envelhecimento (ROCHA e LIBBY, 2009). A principal causa de isquemia € o
processo de aterosclerose, caracterizado pela formacao de placas de ateroma nas
artérias (FERDINANDY et al., 2007).

A isquemia tecidual resulta de uma inadequada perfusdo sanguinea devido a
obstrucbes de artérias, levando a deficiéncia de oxigénio, de nutrientes e do retardo
na retirada dos metabdlitos, comprometendo suas fungdes vitais. A isquemia pode
ser total quando o fluxo arterial for insuficiente para manter a vida celular ou tecidual,

ou parcial, que mantém a viabilidade celular, porém com risco de evoluir para a
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morte celular (necrose), dependendo das necessidades do tecido e do tempo em
isquemia (ROBBINS et al., 2005).

As consequéncias da isquemia estao relacionadas com a sua duracao e a sua
intensidade. Além disso, muitas das lesdes ocorrem na fase de reoxigenacao
tecidual em conseqUéncia da reperfusdo. Durante a isquemia, hd acumulo de
hipoxantina nas células, enquanto no inicio da reperfusdo ocorre reducdo da
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) desidrogenase, do carreador de
ADP/ATP e da ATP sintetase, aumento da fosfolipase A2 e acumulo de célcio nas
mitocondrias, levando a geracdo de EROs (PARK, 2009; TASOULIS et al., 2009).

O déficit energético celular leva a falha do transporte ativo transmembrana.
Com isso, ocorre tumefacao endotelial, acimulo leucocitario e agregacao plaquetaria
vascular. Ocorre ainda, faléncia da microcirculacédo, resultante desse edema. A
vasoconstricdo, por sua vez, € resultado da deterioragdo entre o balanco de 6xido
nitrico e endotelina. Estes processos ativam, ainda mais, os neutréfilos, que
produzem citocinas inflamatérias e mais EROs, gerando um ciclo vicioso (PRASAD,
2006; SEIXAS-CAMBAO e LEITE-MOREIRA, 2009; REAL et al., 2009).

As lesbes causadas pela isquemia aumentam a concentracdo de RL que
levam a alteracbes estruturais e moleculares das artérias e parece também contribuir
na modificagdo da albumina humana, o que aumentaria ainda mais o risco as DC
(LAMACK et al., 2005; CHO et al., 2007).

2.6.1 Albumina Humana

A albumina é uma proteina sintetizada pelo figado. Representa mais de 50%
do conteudo total de proteinas do plasma, sendo a proteina mais importante e
abundante presente no plasma sangiineo humano. Atua na manutencdo da
osmolaridade entre o compartimento sanguineo e o intersticial. Esta envolvida na
ligacdo e transporte de horménios, acidos graxos, metabdlitos, diversas drogas e a
ions metalicos (DOWEIKO e NOMPLEGGI, 1991).

Comparada a outras proteinas, ela é uma molécula relativamente pequena,
apresentando um peso molecular em torno de 69.000 Da, arranjada
predominantemente em a-hélices. E constituida por uma cadeia simples de 585
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aminoacidos e contém 35 residuos de cisteina, a maioria deles formam pontes de
dissulfideo (17 pontes ao todo), que contribuem para sua estrutura tridimensional, a
qual foi determinada cristalograficamente (WHICHER e SPENCE, 1987; HE e
CARTER, 1992).

Nos seus residuos, estd presente a cisteina livre redox ativa (Cis-34), que
representa cerca de 80% dos tidis livres (-SH) do plasma. Este tiol da Cis-34 € reativo
e capaz de tiolacao (albumina-S-R) e nitrosilacao (albumina-S-NO), processos esses
que contribuem para numerosas fungdes in vivo. Ela é composta por trés dominios
homélogos (I-1ll) e cada um contém dois subdominios (A e B) compostos por 4 e 6 a-
hélices, respectivamente. Estes subdominios tém um movimento adicional por meio
de voltas flexiveis, proporcionado pelo residuo de prolina, que auxilia na acomodacao
de substancias ligantes (KRAGH-HANSEN, 1990). As principais regioes de ligacao a
albumina estao localizadas na cavidade hidrofébica nos subdominios IlIA e IlIA, as
quais exibem quimica similar (QUINLAN et al., 2005).

A flexibilidade da estrutura da albumina faz com que ela se adapte facilmente
a ligantes, e seus trés dominios proporcionam uma variedade de sitios de ligacdo. O
grupamento N-terminal possui a sequéncia de N-Asp-Ala-His-Lis que tem
demonstrado ser um sitio de fortes ligagcdes aos metais de transicdo de sua
estrutura. Constitui um sitio especifico de ligagdo com alguns metais como cobalto
(1), cobre (ll) e niquel (Il), & a regido mais susceptivel a degradacao, quando
comparadas a outras regides da albumina (BAR-OR et al., 2001; CHO et al., 2007;
MOTHES e FALLER, 2007; GAZE et al., 2009), (Figura 2).

Existem numerosas proteinas de transporte no plasma sanglineo, mas
somente a albumina esta apta a ligar-se reversivelmente e com alta afinidade a uma
diversidade de compostos tanto enddégenos como exdgenos (KRAGH-HANSEN,
1990).



' Domain |

33

Domain Il

Figura 2 — Estrutura e sitios de ligacao da albumina.
Adaptado de Stewart (2003)

2.6.2 Albumina Modificada pela Isquemia (IMA)

A isquemia, hip6xia, acidose ou a geracdo e a acado de RL reduzem a
capacidade de ligacdo da albumina com os metais, principalmente com o cobalto,
levando a formacdo da Albumina Modificada pela Isquemia (IMA), sendo este
considerado um novo biomarcador para a deteccédo da isquemia (BORDERIE et al.,
2004; VAN DER ZEE et al.,, 2005). Alguns autores descrevem também uma
variedade de locais de ligacdo da albumina a metais com diferentes especificidades
(BAL et al., 1998; MARTINS et al., 1982). Appelton e Sarkar (1971) indicaram que a
albumina humana e bovina contém mais de um local de ligacao ao Cu (ll), entretanto
o principal local no N-terminal tem atraido a atencdo devido a sua relevancia
fisiolégica e distingao estrutural.

O ensaio colorimétrico que detecta a ligacao da albumina ao cobalto através
da IMA, foi desenvolvido por Bar-Or et al. em 2000, e foi aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) para ser um marcador a mais na avaliagdo da isquemia




do miocardio (FDA, 2003). A partir desse marco, numerosos estudos estdo surgindo
para avaliar a utilizacdo do “Teste da Ligacdo da Albumina ao Cobalto” como um
teste util para um rapido diagnéstico de varios e importantes processos isquémicos.

Varios estudos tém demonstrado a importancia da IMA como marcador de
processos isquémicos. Falkensammer et al. (2007), verificaram que a IMA
representa um marcador clinico na isquemia do musculo esquelético. Cichota et al.
(2008), encontraram niveis elevados de IMA e lactato em pacientes com anemia
associada a doenca renal crénica. Essa elevacao poderia estar associada a hip6xia
devido aos baixos niveis de hemoglobina encontrados nos pacientes com doenca
renal crénica. Polk et al. (2008) utilizaram a IMA como marcador diagnéstico em
pacientes com sintomas de isquemia intestinal. Nesse estudo houve significante
aumento nos niveis de IMA comparados com individuos sem isquemia intestinal e
obtiveram uma sensibilidade de 100% e especificidade de 85,7% para os valores de
IMA.

Amirtharaj et al. (2008) demonstraram que o estresse oxidativo em pacientes
com esteatose hepatica esta associado com um decréscimo na capacidade do
cobalto se ligar a albumina. Isso estd acompanhado por um aumento de acidos
graxos ligados a albumina nestes pacientes. Gunduz et al. (2008) analisaram a IMA
em doencas cerebrovasculares e também observaram uma elevacao de seus niveis,
e sua medida pode ser usada para distinguir hemorragia sub-aracnoidea de infarto
cerebral durante a fase aguda do evento cerebrovascular. Piwowar et al. (2008)
avaliaram a IMA em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e analisaram sua
correlacdo com complicagdes vasculares, controle glicémico, hipertenséo,
dislipidemia e obesidade. Niveis elevados de IMA ocorreram nos pacientes
diabéticos do estudo, confirmando que eram de origem nao-cardiaca, e sugerem
que a molécula de albumina do plasma, em pacientes diabéticos, € modificada em
condigdes de hipdxia crénica provocadas principalmente por hiperglicemia e pelo
estresse oxidativo no diabetes.

Estudos recentes sdo concordantes com a importancia da IMA, como
marcador isquémico. Ukinc et al. (2009) encontraram uma correlacao positiva entre
os niveis elevados de IMA, PCR-us e microalbuminuria em sujeitos diabéticos,
indicando a presencas de um processo isquémico crénico. Turedi et al. (2009),
demonstraram que a avaliagao da concentracado da IMA pode ser utilizada como um
dos marcadores de isquemia em portadores de embolia pulmonar. Kazanis et al.
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(2009), verificaram que a dosagem de IMA pode prever precocemente a presensa de
DC, antes mesmo da elevacao da PCR-us ou da elevacao do peptideo natriurético
(proBNP). Gaze (2009), concluiu recentemente que a IMA € um biomarcador clinico
atual que pode ser usado para o diagndstico de pacientes com suspeita de isquemia
cardiaca.

A isquemia aumenta de forma significativa a producdo de EROs, como anions
superoxido, radicais hidroxila, acido hipocloroso, peréxido de hidrogénio e
peroxinitrito. A producdo anormal e excessiva de EROs resulta em peroxidacao
lipidica, ativagdo leucocitaria e elevada producdo de citocinas, fatores que
contribuem para o dano tecidual. As EROs interrompem o ciclo celular,
desestabilizam o citoesqueleto e a integridade celular, decompondo 0s componentes
lipidicos, protéicos e especialmente o acido desoxirribonucleico (DNA). Instalado o
estresse oxidativo as lesdes vasculares tornam-se progressivas e continuas,
progredindo para as DC (DI LISA et al., 2009).

2.7 Radicais Livres, Espécies Reativas e Estresse Oxidativo

Os RL sao todas as espécies quimicas que possuam um ou mais elétrons
desemparelhados em sua ultima camada eletrénica. Essa caracteristica confere um
alto poder de reatividade aos RL (HALLIWELL, 2006). Outras moléculas, além do
oxigénio, como o carbono, o enxofre e o nitrogénio, também podem produzir RL ou
espécies reativas, no entanto, o O, € a que mais recebe atencdo dada sua
importancia nos processos metaboélicos celulares (HALLIWELL, 2001; DROGE,
2002).

As EROs sao produzidas de forma continua pelas células como parte de seus
processos metabodlicos. O desequilibrio entre a formacdo e a remocao dessas
espécies, decorrente da diminuicdo dos antioxidantes enddgenos ou ainda do
aumento da geracdo de espécies oxidantes, gera um estado pré-oxidante, chamado
de estresse oxidativo (FINKEL e HOLBROOK, 2000; WARNHOLTZ et al., 2004;
VALKO et al., 2007).

O estresse oxidativo favorece a ocorréncia de ataques das EROs a

componentes celulares, podendo resultar em lesdes oxidativas em macromoléculas
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e diversas estruturas celulares que, se nao forem reparadas, alterardo a
funcionalidade de células, tecidos e 6rgdos. Ele estd presente em uma grande
variedade de condicdes patolégicas e acredita-se que funcione como agente
patogenético em muitas dessas condicoes (DHALA et al.,, 2000; VICTOR et al.,
2009).

A hipercolesterolemia, principal causa da aterosclerose, provoca danos em
toda a rede vascular, promovendo a isquemia tecidual. Durante a isquemia, 0s
carreadores mitocondriais encontram-se no seu estado reduzido. Durante a
reperfusdo, a interacdo entre o oxigénio molecular e a cadeia respiratéria reduzida
leva a formagao EROs (KASPAROVA et al., 2005, OSIPOV et al., 2009). As EROs
podem surgir também de outras fontes como NADPH oxidase, xantina oxidase,
oxido nitrico sintase, auto-oxidacdo de catecolaminas, aumento dos niveis de
angiotensina Il e aldosterona, e liberagdo de citocinas pré-inflamatérias
(LANDMESSER et al., 2002; BERRY e HARE, 2004, CHATTERJEE et al., 2009),
(Figura 3).

SOD Catalase

Cu (1) Fe (1)

H.,O, H,O +0,
Fenton reaction

ADH/NADPH oxidade

Xanthine oxidase :
Lipoxygenase O N OO- OH
Cycloxygenase

P-450 mooxygenase

Mithochondrial oxydative

Phosphorylation

Figura 3 - Esquema geral de formacao de espécies reativas nas células eucarioticas.
Adaptado de Halliwell et al.(1999)
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Em condicdes fisioldgicas do metabolismo celular aerdbio, o O, sofre reducao
tetravalente com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacao de H.O.
Durante esse processo, sdao formados intermediarios reativos como radical &nion
superéxido (O."), radical hidroxila (OHe), hidroperoxila (HO2'), hidroxila, o peréxido
de hidrogénio (H»O,) e outros oxidantes (Figura 4). Normalmente, a reducao
completa do O, ocorre na mitocdndria, e a reatividade das EROs é neutralizada com
a entrada dos quatro elétrons (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990; SMITH et al.,
2007; MANDELKER, 2008).

te+2H |

%

Oxigénio (02] Rrisn

superoxido  parexido de m(::;::a

0,7 Hidrogénio(Hz(}z) (OH)

molecular

Figura 4 - Reducao completa do O, a H,0.
Adaptado de Augusto (2006).

O radical anion superéxido (O.") é gerado pela reducdo incompleta do
oxigénio (O, — elétron). Este radical € formado por reagbes de auto-oxidagdo na
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (MANDELKER, 2008). Nao é reativa,
a menos que entre em contato com outros radicais. Quando entra em contato com o
ONe, reage, ocasionando a formacdo de peroxinitrito, uma espécie reativa de
nitrogénio extremamente reativa. Além disso, o O2.- é capaz de inativar enzimas
que possuem um centro ferro-enxofre, causando a liberacdo do ion ferro
(HALLIWELL et al., 1999).

Diversos processos metabdlicos geram o a radical hidroxila (OHe), a qual é
altamente reativa (HALLIWELL e GUTTERRIDGE, 2007), que ataca especialmente o

DNA e produz uma variedade de produtos, incluindo base purinica e pirimidica
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modificadas, as quais podem ser as precursoras da carcinogenicidade (HALLIWELL
e ARUOMA, 1991; TOYOKUNI, 2009). O peréxido de hidrogénio (H-O,) ndo é
considerado radical por ndo possuir um elétron desemparelhado, mas é considerado
como uma ERO pelas reacdes que pode desencadear e os radicais que pode gerar.
Pode ser gerada pela dismutacdo do superdxido e por acdo de algumas enzimas,
como a xantina oxidase. O H»,O, pode degradar algumas hemeproteinas como a
mioglobina e hemoglobina, liberando ferro (HALLIWELL e GUTTERRIDGE, 2007).
Os radicais organicos alcoxila/peroxila sdo formados por reacdes de peroxidacao
lipidica (AIKENS e DIX, 1991; GUPTA et al., 2009).

O nitrogénio também participa na geracdo de espécies reativas, e as mais
danosas sédo o Oxido nitrico (ON¢) e o peroxinitrito (ONOO-) (HALLIWELL et al.,
1999). O ON- é um gas muito reativo, formado no organismo pela acao da enzima
oxido nitrico sintase (NOS), o qual se difunde facilmente nas membranas celulares.
Ao reagir com o radical anion superédxido, gera o ONOO- que é um agente oxidante
e nitrante, pois oxida especialmente as proteinas e o DNA (DUBININA e
PUSTYGINA, 2009). E citotoéxico no pH 7,4 e sua adicdo as células causa morte
celular geralmente por apoptose (HALLIWELL, 2001). Seu efeito téxico contribui de
modo importante, para a lesao tecidual que ocorre nos processos inflamatérios
crbnicos como na aterosclerose (REAL et al., 2009).

O desequilibrio entre a geracao de EROs e a sua remocao, através dos
antioxidantes quimicos e enzimaticos disponiveis, gera o estresse oxidativo o qual
promove a oxidacdo e o dano nas macromoléculas como proteinas, lipidios, DNA
(Figura 5). Essas alteracbes contribuem para a morte celular através da apoptose e
da necrose as quais estdo relacionadas a etiologia e a fisiopatologia de varias
doencas, incluindo as degenerativas, como a aterosclerose promotora das DC
(VALKO et al., 2007; NAGAYOSHI et al., 2009).

Os danos no DNA causados pelas EROs também desempenham um papel
importante nos processos de mutagénese e carcinogénese (VALKO et al., 2006). As
mutacdes podem ocorrer nos genes das préprias enzimas antioxidantes (MATES,
2000; FORTUNATO e DI TARANTO, 2007; MONTANO et al., 2009).

Retardar ou inibir a oxidacdo de substratos oxidaveis é o papel dos
antioxidantes, reduzindo dessa forma, o dano celular. Sdo importantes como forma
de prevencao e tratamento de doengas nas quais o estresse oxidativo esta envolvido
(VASALLE et al., 2008; BRAMBILLA et al., 2008; DODD et al., 2008).
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Figura 5 - Dano oxidativo nas macromoléculas bioldgicas e antioxidantes.
Adaptado de Torres (2003).



2.7.1 Indicadores do status oxidante

2.7.1.1 Oxidacao de lipidios

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a agao das EROs, porém a
membrana é um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacao lipidica
(lipoperoxidacdo). A lipoperoxidagdo acarreta alteracdes na fluidez, permeabilidade
e integridade das membranas celulares. Conseqlentemente, ha perda da
seletividade na troca ibnica e liberacdo do conteldo de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas, e formacdo de produtos citotoxicos como o
malondialdeido (MDA), culminando com a morte celular (HALLIWELL e CHIRICO,
1993; CHERUBINI et al., 2005).

As reacbes catalisadas pelas Eros, no processo de peroxidacao lipidica, sao
realizadas em trés etapas, sendo elas: iniciagdo, propagacao e término (Figura 6),
Na fase de iniciacédo, o hidrogénio do acido graxo insaturado (LH) do fosfolipidio de
membrana é removido por uma ERO produzindo o radical lipidico Le. Em seguida, na
fase de propagacao, o radical lipidico formado na reagdo anterior reage com o
oxigénio molecular, formando o radical peroxila (LOQe¢), este radical pode dar inicio a
um novo processo de remogao de hidrogénio de uma nova molécula de acido graxo
gerando mais um radical Le e hidroperéxido (LOOH) (OGA, 2003).

Os radicais peroxilas formados podem facilmente atacar as proteinas de
membrana, produzindo maiores danos (BARREIROS et al., 2006). Através de outras
reacdes como, por exemplo, as catalisadas por metais de transicdo como o cobre e
o ferro, o hidroperoxido lipidico pode formar LOO- e o radical alcoxila (LO-), que
participam na propagagdao da cadeia radicalar. A maioria dessas reagdes sao
degradativas e produzem aldeidos e alcanos de diferentes pesos moleculares
(VALKO et al., 2006). Estes produtos sao utilizados para monitorar o processo de
peroxidagao lipidica em condi¢des fisiolégicas, e o MDA, uma substancia reativa ao
acido tiobarbiturico (TBARS) é comumente dosada (AUGUSTO, 2006).

O MDA pode reagir com as bases nitrogenadas do DNA, sendo um agente
mutagénico tanto em bactérias quanto em células de mamiferos, e ainda

carcinogénico em ratos. 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), outro produto aldeidico do
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processo de peroxidacao lipidica é considerado um agente mutagénico fraco, mas
parece ser o principal produto toxico da peroxidacédo lipidica por se ligar ao
grupamento sulfidrila ou amina das proteinas. HNE, apesar de toxico, apresenta
fortes efeitos nas vias de transducdo de sinais que afetam importantes
caracteristicas fenotipicas das células (VALKO et al., 2006). A fase de terminacéo do
processo pode ocorrer pela interagdo entre duas EROs, formando compostos
carbonilados no estado fundamental (L = O) ou no estado excitado tripleto (3L=0) e
os alcoois correspondentes (OGA, 2003; AUGUSTO, 2006).
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Figura 6 - Etapas do processo de peroxidacao lipidica.
Adaptado de Oga (2003).

O MDA é, portanto, o produto final da degradag¢ao ndo enzimatica de acidos
graxos poliinsaturados. Altos niveis de MDA elevam a formacéao de lipoperéxidos e
indicam um aumento da lipoperoxidacao (ALEXANDROVA e BOCHEV, 2005).

A hipercolesterolemia associada ao processo inflamatério contribui para que
ocorra a lipoperoxidagdo das membranas das células vasculares o que pode ser
comprovado pelos altos niveis de MDA presentes nos sujeitos portadores de
aterosclerose e, consequentemente, de DC (OGUNRO et al., 2009; SHAO e
HEINECKE, 2009).
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2.7.1.2 Oxidacao de proteinas

As enzimas e as proteinas podem ser atacadas pelos EROs gerados nos
diversos processos metabodlicos. As EROs podem atacar os residuos de
aminoacidos (especialmente prolina, arginina, lisina e treonina) para produzir grupos
carbonila (DEAN et al., 1997; MAISONNEUVE et al., 2009), os quais podem ser
quantificados por espectrofotometria (LEVINI et al., 1990). O principal indicador e
marcador de oxidacdo protéica € a determinacdo do conteudo de proteina
carbonilada (BEAL, 2002; MAISONNEUVE et al., 2009).

As alteragdes provocadas pelas EROs modificam a atividade bioldgica das
macromoléculas, especialmente das enzimas, podendo alterar a sua atividade
catalitica, devido a desorganizacdo estrutural. As células que apresentarem as
membranas danificadas ficam sujeitas a citolise, apoptose e prejuizo no transporte
ativo de substancias (PILKA et al., 2009).

A proteina carbonilada pode ser gerada também através da clivagem
oxidativa das proteinas por um sistema de a-amidagéo ou por oxidacao das cadeias
laterais de glutamato. Também, os grupos carbonilados podem ser introduzidos nas
proteinas por uma reagdo secundaria das cadeias laterais nucleofilicas de cisteina
(Cis), Histidina (His) e lisina (Lis) com aldeidos produzidos durante a peroxidacao
lipidica (como o malondialdeido, entre outros). Além disso, derivados carbonilados
reativos (cetoaminas, cetoaldeidos) gerados como uma consequéncia da reacao de
acucares redutores, ou seus produtos de oxidacdo com residuos de Lis das
proteinas (reacdes de glicagcdo ou glicooxidacdo) com a eventual formacao de
produtos finais de glicacao-lipoxidacdo avancados, podem levar a formagdo de
grupos carbonilados (DONNE et al., 2003; STADTMAN, 2004, PILKA et al., 2009).

O mecanismo do carbonilagdo ainda nao estd bem estabelecido, entretanto
0S mais aceitos sdo um aumento no nimero de espécies oxidantes; um decréscimo
nos scavengers dessas espécies (GALVANI et al, 2008); um aumento na
susceptibilidade dessas proteinas a oxidagcdo e um decréscimo na remocado das
espécies oxidadas (DAVIES, 2000).

A modificacdo oxidativa das proteinas por EROs implica na progressao de
varias patologias humanas como as doencgas cardiacas (CORREA et al., 2007),
neoplasias (BATTISTI et al., 2008) e aterosclerose (FANDOS, et al., 2009).
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2.7.1.3 Oxidacao de DNA

As EROs oxidam o DNA por atingir as bases nitrogenadas e/ou as moléculas
de acgucar. As lesbGes oxidativas que provocam a modificacdo das bases
nitrogenadas estao associadas a formacao de mutacdes e perda da integridade do
DNA (HALLIWELL e ARUOMA, 1991). As mutacdes permanentes sao as indutoras
da mutagénese, carcinogénese e do envelhecimento (VALKO et al.,, 2007;
ALEXEYEV, 2009).

Os danos causados no DNA promovem a quebra das fitas duplas e a
formacao de sitios abasicos (sitios com perda de bases nitrogenadas). As lesdes no
DNA podem resultar tanto na inativagdo quanto na ativagcdo da sua transcrigcao,
replicacédo de erros e instabilidade genbmica. Todas essas alteragdes podem ser
associadas a carcinogénese (MARNETT, 2000; VALKO et al., 2006).

Eventos de recombinacao intracromossomiais e intercromossomiais também
sdao observados durante a exposicdo ao H.O.. Essas recombinacbdes estido
associadas a mutagénese e a inducado de tumores (TEMPLE et al., 2005). Dessa
forma, a existéncia de um mecanismo de defesa e reparo é de extrema importancia
para as células, visto que lesdes oxidativas, em certas biomoléculas, como no DNA

e na membrana celular, podem se tornar letais para as células.

2.7.2 Defesas antioxidantes

As células humanas desenvolveram um elaborado mecanismo de defesa
celular para combater a intensa producdo das EROs provenientes de diversas
fontes. Esse mecanismo é denominado sistema de defesa antioxidante e atua na
prevencao e no reparo fisico e quimico dos diversos sistemas organicos (VALKO et
al., 2007).

Antioxidantes sdo todas as substancias capazes de diminuir ou inibir a
oxidacao do substrato passivel de ser oxidado, mesmo estando presente em baixa
concentragcao. Portanto, sdo compostos que protegem os sistemas bioldgicos contra
os efeitos deletérios dos processos ou das reacbes que levam a oxidacdo de
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macromoléculas ou de estruturas celulares (JORDAO et al., 1998; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007; BRAMBILLA et al., 2008). Os antioxidantes podem ser
enzimaticos ou nao enzimaticos e podem atuar independentemente ou associados,

dependendo do grau de lesao e da localizacao do dano celular (VALKO et al., 2007).

2.7.2.1 Antioxidantes enzimaticos

A defesa enzimatica envolve a acao cooperativa de trés principais enzimas
antioxidantes: SOD, que é encontrada no citosol ou no entorno extracelular
(Cu/ZnSOD) e na mitocondria (MnSOD); o sistema glutationa GSHPx/GSHR e CAT
que estdo presentes no citosol e peroxissomos, respectivamente (BOVERIS e
CADENAS, 1997; NELSON et al., 2006; HALLIWELL e GUTTERIDGE 2007).

As enzimas constituem a primeira linha de defesa endégena de neutralizagao
das EROs. Através delas, as células tentam manter reduzidas as quantidades do
radical superdxido e de peroxidos de hidrogénio evitando, assim reacdes oxidativas
com impacto negativo como a peroxidacao lipidica e a formacao de outras moléculas
altamente reativas, como € o caso do radical hidroxila (BOVERIS e CADENAS,
1997; GALECKA et al., 2008).

2.7.2.1.1 Superéxido Dismutase (SOD)

A SOD (EC1.15.1.1) € uma metaloenzima que desempenha importante papel,
ja que catalisa a dismutacdo do radical superéxido em perdxido de hidrogénio e
oxigénio molecular. O H.0,, por sua vez, é degradado pela CAT ou GSHPXx,

resultando em agua e O, (Figura 7).
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Figura 7 - Mecanismo enzimatico antioxidante.
Adaptado de Nordberg e Arner (2001).

Existem trés classes de SOD, dependendo de sua localizacado e do metal
componente: SOD1, SOD2 e SOD3. A SOD1 é uma enzima citosélica dependente
de cobre e zinco (CuZnSOD), possui peso molecular de aproximadamente 32.000
Da e € encontrada no citoplasma, compartimentos nucleares e lisossomos de células
de mamiferos (ZELKO e MARIANI, 2002).

A SOD2 é uma enzima mitocondrial dependente de manganés (MnSOD)
possui um peso molecular de 23.000 Da e é encontrada somente em mitocondrias
de células aerdbicas (SEIZI, 2003; GALECKA et al.,, 2008). Estruturalmente
apresenta-se como uma molécula homotetramera e tem demonstrado desempenhar
um papel fundamental na promocao da diferenciacao celular, tumorogénese e na
protecao contra toxicidade do excesso de oxigénio em pulmdes de pacientes com
oxigenoterapia (KINNULA e CRAPO, 2004; CONNOR, 2007; GALLAGHER et al.,
2009). Alta expressdo dessa enzima ocorre no coracgao, cérebro, figado e rins de
mamiferos (LUO, 2001).

Varios estudos tém demonstrado a relevancia da MnSOD como agente
protetor da DC. A atividade da MnSOD ¢ diretamente induzida pela presenca de ox-
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LDL, RL e fumo, o qual contém varias substancias oxidantes em sua composi¢ao
(KINSCHERF et al., 1997; MARAGON et al., 1997). Segudo Kokoszka et al. (2001),
a MnSOD desempenha um papel fundamental no controle do estresse oxidativo em
orgaos vitais, pois animais knock-out exibem letalidade neonatal em associacdo a
doenca cardiovascular e excessivo acumulo de lipides no figado. Também foi
verificado que a superexpressdo de MnSOD, em modelos experimentais, tem efeito
protetor contra isquemia miocardica e parece reverter disfuncées vasculares em
artérias carotidas sem placas ateroscleréticas (ZENETTI et al., 2001). Além disso,
existem evidéncias indicando que a superexpressdo da MnSOD inibe, in vitro, a
oxidagao da LDL pelas células endoteliais humanas (FANG et al., 1998).

A MnSOD desempenha uma protecdo importante em relacdo ao sistema
vascular em situagcdes de hiperglicemia e hipercolesterolemia. Em células
endoteliais, a superexpressdao da MnSOD bloqueia a adesdao de mondcitos, impede
a inibicao da atividade do 6xido nitrico sintetase e impede a inibicdo de enzimas
antiaterogénicas induzidas pela hiperglicemia (BROWNLEE, 2001; SCHWENKE et
al., 2003). Yamagishi et al. (2001) realizaram estudos com compostos miméticos da
MnSOD e demonstram que esta enzima impede a ativacdo e agregacao
plaquetaria, que é também estimulada pela hiperglicemia e hipercolesterolemia.

A SOD3 é uma enzima extracelular dependente de cobre e zinco: € a mais
recente descoberta dessa familia de enzimas, possui um peso molecular de 135.000
Da e uma das suas caracteristicas é a sua alta afinidade pela heparina. Além disso,
SODS3 foi primeiramente detectada em plasma humano, linfa, ascites e fluido
cerebroespinhal e o padrao de expressdo dessa enzima € altamente restrito a
células e tecidos especificos, em que a sua atividade pode exceder a da SOD1 e
MnSOD (ZELKO e MARIANI, 2002).

2.7.2.1.2 Catalase (CAT)

A CAT (EC1.11.1.6) é uma enzima tetramérica, consistindo de quatro
subunidades idénticas de 60.000 Da, que contém um Unico grupo ferroprotoporfirina
por unidade, e tem uma massa molecular de aproximadamente 240.000 Da (MATES

et al., 1999). Participa da conversao do peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio
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molecular com alta taxa de turnover (uma molécula de catalase pode converter
aproximadamente 6 milhdes de moléculas de peroxido de hidrogénio por minuto).
Sua atividade é dependente de NADPH (FERREIRA e MATSUBARA, 1997), sendo
altamente especifica por atuar em hidroperéxidos de hidrogénio, de etila e de metila
(DEL MAESTRO, 1980).

A CAT encontra-se enclausurada no peroxissoma que € a principal organela
responsavel pela desintoxicacao celular e pela oxidacéo de acidos graxos de cadeia
longa, fonte inesgotavel de perdxidos organicos, produtos carbonilicos e oxigénio
singlete. A catalase é, também, encontrada nas mitocondrias das células do tecido
cardiaco. Os dois caminhos mais utilizados para estudo de sua atividade referem-se
a medida do decaimento na concentracdo de H,O, e da geracdo do oxigénio
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

2.7.2.1.3 Sistema Glutationa Peroxidase (GSHPx)/Glutationa Redutase (GSHR)

A GSHPx ou GPx (EC1.11.1.9) e a GSHR ou GR (EC1.11.1.9) sdo enzimas
envolvidas no metabolismo da glutationa, desempenhando um dos mais importantes
mecanismos de defesa antioxidante; catalisa a reducao do per6xido de hidrogénio
(H20.), potencialmente téxico, que é convertido em H,O. Também cataliza peréxidos
organicos para seus correspondentes alcodis a custa da oxidacdo da glutationa
(GUL et al., 2000, VALKO et al., 2006; KALININA et al., 2008).

Para que a atividade protetora da glutationa expressa pela reducdo de
espécies oxidantes, e, consequente, oxidacdo da GSH a glutationa dissulfeto
(GSSG) seja mantida, a GSH precisa ser regenerada através do ciclo catalitico,
representado na Figura 8. Nela podemos identificar a atividade das enzimas: a
glutationa peroxidase (GSHPx =GPx ) e a glutationa redutase (GR), (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007).

A glutationa (GSH) é um tripeptideo formado pelos aminoacidos glicina,
cisteina e acido glutamico. Quando GSH é oxidada pela reacdo da GSHPx, ha a
interligacdo de duas moléculas do tripeptideo por uma ponte dissulfeto, com
formacao de glutationa oxidada (GSSG). A queda nos niveis de GSH pode
prejudicar as defesas celulares contra a acao toxica dos RL. As células integras
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mantém uma razdo GSH/GSSG alta. Para isso, a GSSG formada € reduzida
novamente a GSH, a custa de NADPH, pela acdo da enzima glutationa redutase
(GR), (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; VALKO et al.,2007).

Figura 8 - Mecanismo de a¢ao da GSH.
Adaptado de Halliwell et al.(1999)

A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de
defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a lesdo resultante do momento
de isquemia-reperfusao (SUN et al., 2009).

2.7.2.2 Antioxidantes ndao-enzimaticos

Os antioxidantes ndo-enzimaticos sao representados pela glutationa (GSH),

tidis nao-protéicos, acido ascérbico (vitamina C) e a-tocoferol (vitamina E).
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2.7.2.2.1 Glutationa (GSH)

A GSH é um tripeptideo formado pelos amino&cidos glicina, cisteina e acido
glutdmico. Além de ser o principal tiol ndo-protéico intracelular livre encontrado em
varios tecidos biologicos, é também, o principal antioxidante enddgeno, sendo
considerado um antioxidante multifatorial (MEISTER e ANDERSON, 1983; NOZAL et
al., 1997).

Muitas das reacbes da GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH), altamente
polarizavel, tornando-o um bom nucledfilo para reacbes com compostos quimicos
eletrofilicos. Essa habilidade de doar elétrons a outros compostos também faz da
glutationa um bom redutor. A combinacdo de sua abundancia nos organismos
aerdbicos e das propriedades quimicas do grupo sulfidrila suporta a proposta de que
a GSH surgiu na evolugdo bioquimica como uma protecdo contra EROs e
compostos eletrofilicos gerados por processos oxidativos, tanto no organismo quanto
no ambiente em que este vive (CECCONI et al., 1988; SUN et al., 2009).

Dentre outras funcdes fisiologicas, ela é sequestradora de RL (NOZAL et al.,
1997), detoxificando metabdlitos eletrofilicos, ndo somente como doador imediato de

elétrons para neutralizar o H,O, e lipoperoxidos, mas também como um

sequestrador de RLs de oxigénio e nitrogénio (LEICHTWEIS e JI, 2001).

A glutationa estd também envolvida no metabolismo do acido ascérbico, na
manutencdo da comunicacdo entre as células, na prevencdo da oxidacao dos
grupos tiol presentes nas proteinas e no transporte do cobre intracelular. A
mitocéndria e 0 ndcleo tém a sua prépria reserva de GSH de importancia crucial na
protecdo dessas estruturas contra a acdo das EROs (QIAO et al., 2009). Os TNP
tém uma importante funcdo na defesa contra EROs (MASSELA et al., 2005;
KALININA et al., 2008).

2.7.2.2.2 Vitamina C (Vit C)

A vitamina C (acido ascorbico) é considerada a primeira defesa antioxidante

(YAMAMOTO et al., 1998) e interage com as EROs na fase aquosa do plasma antes
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que eles possam agir oxidativamente sobre lipidios e lipoproteinas (BENZIE e
STRAIN, 1999; FOTI e AMORATI, 2009). Protege as membranas celulares contra a
oxidagao (RETSKY et al.,1999) e, adicionalmente, tem sido relatada sua habilidade
em regular fatores que influenciam algumas funcdes celulares, conferindo-lhe um
papel na modulacdo do sistema imune (YOU et al., 2000). Estd envolvida na
regeneracao de a-tocoferii em a-tocoferol (CHAN, 1993). Estudos classicos
mostram que, em condicoes de estresse oxidativo, até que toda a Vit C seja
consumida, ndo ocorre perdas significativas de outros antioxidantes nem aumento

da lipoperoxidacao em plasma humano (FREI et al., 1988).

2.7.2.2.3 Vitamina E (Vit E)

A vitamina E (ou a-tocoferol), devido a caracteristica lipossoluvel, é o principal
antioxidante que age contra o processo de lipoperoxidacao (PRYOR, 2000; HASTY
et al., 2007). E um antioxidante fendlico e que, dentre eles, o a-tocoferol tem sido
considerado o mais ativo biologicamente e o principal antioxidante lipossoluvel nas
membranas celulares (MAYNE, 2003; FOTI e AMORATI, 2009). A sua acgao
antioxidante resulta da convergcdo do radical hidroxila e superoxido em formas
menos ativas, e pode ser regenerada, pela Vit C e pela GSH (CHAN, 1993).

De acordo com Bonithon-Kopp et al. (1997), a Vit E € o 0 mais importante
antioxidante endogeno para a LDL. Quando h& deplecdo de antioxidantes na
molécula de LDL, ocorre peroxidacdo lipidica em cadeia e a presenca de
antioxidantes nessa lipoproteina retarda o inicio desse processo (MOSCA et al.,
1997). Quando os niveis plasmaticos de Vit E estdo diminuidos, ocorre aumento da
viscosidade do sangue e ativacdo das plaquetas predispondo a formacédo de
coagulos (STAMPFER e RIMM,1995; KIRMIZIS e CHATZIDIMITRIOU, 2009).

O seu efeito anti-aterogénico € representado por inibir a proliferacido de
células musculares lisas e diminuir a adesdo e agregacao plaquetaria (HARRIS et
al., 2002). Além disso, ela tem efeito modulador sobre as respostas inflamatoria e
imune, pois diminui a proliferacdo de mondcitos e linfécitos T. Sua deficiéncia

aumenta os componentes da resposta inflamatéria e prejudica a imunidade celular e
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humoral (CHAN, 1993; SERDAR et al.,, 2006; HASTY et al., 2007; KIRMIZIS e
CHATZIDIMITRIOU, 2009).

2.8 Polimorfismo da Superoéxido Dismutase (MnSOD/SOD?2)

A lesdo do DNA mitocondrial causada pelo estresse oxidativo merece
destaque pelo fato da mitocdndria ser a principal fonte de EROs. Por essa razéo, o
DNA esta exposto a altos niveis EROs, promovendo mutagdes nos genes das
préprias enzimas antioxidantes. Em resposta a hipercolesterolemia, macréfagos,
linfécitos e células musculares lisas liberam citocinas a circulagdo sistémica,
induzindo a ativagdo da cascata inflamatéria que promove dano oxidativo intracelular
e mutagcdo génica, especialmente da MnSOD (MATTES, 2002; FORTUNATO e DI
TARANTO, 2007; DEDOUSSIS et al., 2008).

O gene da MnSOD esté localizado no cromossomo 6925, possui 5 éxons e 4
introns (existe apenas uma coépia deste gene) e a sua proteina € sintetizada no
citosol e modificada pds-transcripcionalmente dentro da mitocéndria (WISPE et al.,
1989; SHIMODA-MATSUBAYASHI et al., 1996). Por ser produzida no citosol tal
enzima precisa ser carreada para o interior da mitocéndria. Este processo é
coordenado por uma sequéncia peptidica sintetizada e presente no inicio da
proteina MnSOD, ainda inativa, conhecida como MTS. Um dos polimorfismos mais
estudados do gene da MnSOD ocorre nesta sequéncia. Este € genericamente
denominado Alai6Val, que se origina por uma mutagdo estrutural no gene. Esta
mutacdo provoca a substituicio de uma citosina por uma timina na sequéncia
codificadora, convertendo o cdédon GCT (alanina) para GTT (valina), (WISPE et al.,

1989), conforme Figura 9.
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Figura 9 - Polimorfismo Ala16Val da MnSOD.
Adaptado de Rosenblum et al. (1996).

Trés gendtipos sdo descritos no polimorfismo da MnSOD: genétipo AA,
gendtipo AV e gendtipo VV (ROSENBLUM et al., 1996).

A substituicdo da Alanina por Valina (polimorfismo Alai6éVal) mostra que o
alelo Val (V) afeta a conformacao da sequiéncia da proteina imatura da MnSOD, a
qual é sintetizada e esta presente no citosol, dificultando o transporte e a entrada da
mesma para o interior da mitocéndria, onde a enzima sera cortada e se tornara ativa.
Essas dificuldades fazem com que individuos portadores do alelo V tenham uma
menor eficiéncia enzimatica da MnSOD do que os que possuem o alelo Ala (A),
(SHIMODA-MATSUBAYASHI et al., 1996).

O alelo Ala apresenta uma estrutura proteica do tipo a-hélice, que permite o
seu eficiente transporte do citosol para a mitocéndria. A valina variante (Ala/Val ou
Val /Val) parece apresentar uma estrutura B-hélice pregueada, dificultando assim o
seu transporte para o espaco mitocondrial e, desta forma, reduzindo a sua atividade
antioxidante (BOHNI et al., 1983).
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Estudos prévios sugerem que esse polimorfismo da MnSOD esta associado a
patologias cuja etiologia € induzida por dano oxidativo como a aterosclerose (HIROI
et al., 1996). Kakko et al. (2003) investigaram a associacao entre o genoétipo VV ao
espessamento da carétida. A capacidade antioxidante de portadores VV poderia
estar diminuida, levando por consequéncia ao aumento no estresse oxidativo. Este
aumento no estresse oxidativo poderia levar a expressdao de moléculas de adesao,
promovendo assim o inicio de um processo aterosclerético.

Corroborando estes achados, Gottlieb e colaboradores (2005) observaram
que individuos com DM2 apresentavam uma maior frequéncia do alelo V da MnSOD,
bem como maiores niveis de ox-LDL. Fujimoto et al. (2008), encontraram uma
associagdo com o genétipo AA no aumento da atividade mitocondrial da MnSOD,
protegendo os macrofagos da apoptose induzida pelo ox-LDL, diminuindo o
processo inflamatoério e reduzindo os riscos infarto agudo do miocardio (IAM) e das
DC.

Recentemente Dedoussis et al. (2008), em seus estudos, verificaram que
homens de meia idade com gendtipo VV apresentavam elevados niveis de ox-LDL
quando comparados com os outros genétipos (AA e AV). Ainda, Montano et al.
(2009) encontraram uma maior frequéncia do genétipo VV em individuos obesos. Os
autores estimaram uma razao de chance (RC) 1.5 vezes maior de individuos VV
serem obesos do que individuos AA e AV (RC= 1.551, 95% IC: 1.010-2.380). Estes
resultados foram independentes do sexo, idade e padrdes nutricionais. Além disso,
sugerem que a baixa eficiéncia do gendtipo VV da MnSOD pode levar a um aumento
dos niveis do anion superéxido, o que pode afetar rotas metabdlicas e hormonais,
iniciando uma retroalimentagao positiva: estresse oxidativo — obesidade — estresse
oxidativo.

A hiercolesterolemia, por tratar-se, de uma condi¢cdo associada a disturbios
inflamatorios e de estresse oxidativo repercutindo em um alto impacto nas DC, torna-
se relevante a realizagdo de investigagdes complementares sobre 0os mecanismos

desencadeadores da referida doencga e de seus efeitos sistémicos.

Avaliar as alteragdes bioquimicas, inflamatérias e genético-
moleculares, especialmente das enzimas antioxidantes, podera servir
como subsidio para elaborar novas formas de prevengao e tratamento

da aterosclerose e DC estabelecidas.

53



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo investigar a interacdo da
hipercolesterolemia na modulagdo de marcadores bioquimicos, inflamatérios,

oxidativos e genéticos em humanos.

3.2 Objetivos especificos

- Analisar a associacgao entre IMA e hipercolesterolemia e sua possivel correlagao
com os niveis de HDL, ox-LDL e indicadores de processo inflamatério PCR-us,
Anti-ox-LDL, em pacientes com colesterol elevado.

- Analisar a associacdo entre o nivel de colesterol elevado e a ocorréncia de
estresse oxidativo, através da determinacao dos niveis de TBARS (indicador de
peroxidacao lipidica) e conteldo de grupos carbonil (indicador de oxidacao
protéica).

- Avaliar a relagao entre o nivel de colesterol total sanguineo elevado e de uma
possivel resposta antioxidante, dosando as enzimas Catalase, Superdxido
Dismutase (SOD), e antioxidantes ndo enziméticos (GSH, Tidis totais, Vit C e Vit
E).

- Analisar a associagao entre o polimorfismo Alai6Val MnSOD em individuos
com hipercolesterolemia comparando com os individuos com niveis de colesterol

normal.

- Analisar os diferentes genétipos da Alai6Val MnSOD em individuos com
hipercolesterolemia comparando com os individuos com marcadores bioquimicos

lipidicos, do estresse oxidativo e inflamatérios.



4 ARTIGOS CIENTIFICOS

Os resultados que fazem parte desta tese estao apresentados sob a forma de
artigos cientificos, os quais se encontram aqui organizados. Os itens Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdao e Referéncias Bibliograficas encontram-se nos
préprios artigos. O artigo 1 esta na forma como foi publicado na revista, enquanto os
manuscritos 1 e 2 estdo na forma como foram submetidos aos respectivos

periddicos.
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Abstract

Objectives: The aim of this study was to evaluate the association between ischemia-modified albumin (IMA), lipids and inflammation
biomarkers in patients with hypercholesterolemia, and the possible involvement of IMA in atheromatous plaque development and oxidative stress.

Design and methods: Glucose, total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides, oxidized LDL (ox-LDL), ox-LDL
autoantibodies, high-sensitivity C reactive protein (hs-CRP), and IMA were measured in 37 subjects with hypercholesterolemia and 37 controls.

Results: Total cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides, ox-LDL, ox-LDL autoantibodies, hs-CRP, and IMA were higher in the
hypercholesterolemia group, and HDL cholesterol levels were lower in this group. We observed significant correlations between IMA and total
cholesterol, LDL cholesterol, ox-LDL antibodies, and hs-CRP levels. Significant correlations were also observed between hs-CRP and total
cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, ox-LDL, ox-LDL autoantibodies, and triglycerides.

Conclusions: Hypercholesterolemia is associated with an increase in inflammatory and oxidative stress biomarkers, and it also reduces the
capacity of albumin to bind cobalt owing to ischemia, resulting in an increased IMA. IMA formation appears to be associated with oxidative stress

and atheromatous plaque development.

© 2009 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Ischemia-modified albumin: Hypercholesterolemia; Inflammation; Oxidative stress

Introduction

Hypercholesterolemia is associated with several manifesta-
tions of endothelial dysfunctions, and it is one of the major risk
factors for atherosclerosis [1,2]. Atherosclerosis is a chronic
inflammatory condition associated with an overproduction of
reactive oxygen species (ROS), endothelial cell activation, and
the accumulation of leukocytes in the walls of arteries [3]. There
is increasing evidence that oxidized low-density lipoprotein
(ox-LDL) plays an important role in the development of

* Corresponding author. Programa de Pos-Graduagio em Bioquimica
Toxicoldgica, Universidade Federal de Santa Maria, Avenida Roraima 1000,
97105-900, Santa Maria, RS, Brazil. Fax: +55 55 32208978,

E-mail address: mariaschetinger@gmail.com (M.R.C. Schetinger).

atherosclerosis, and an increase in ox-LDL autoantibodies has
been reported in atherosclerotic lesions [4-7]. High-sensitivity
C-reactive protein (hs-CRP) enhances the binding of ox-LDL to
monocytic/macrophage-like cells through Fe receptors [8-10]. It
is now proven that inflammation plays a pivotal role in the
development of atherosclerotic changes, and that hypercholester-
olemia can initiate and enhance the inflammatory response. Since
inflammation has been proven to initiate and maintain the for-
mation of atheromatous plaques in coronary and peripheral arte-
ries, interest in predictive markers has increased immensely [11].

Atherosclerosis is usually accompanied by oxidative stress,
which consists in the damage of biological structures by ROS
due to their excessive generation and the impaired efficiency of
antioxidant defense mechanisms [12]. The generation of ROS
can transiently modify the N-terminal region of albumin and

0009-9120/8 - see front matter © 2009 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/.clinbiochem.2009.01.010
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Table 1
Baseline characteristics of study participants

Control Hypercholesterolemia
n 37 37
Age, mean=SD (years) 49.14£12.10 48.19£2.05
Male (%) 48.6 514
Glucose (mmol/L) 4.52+0.06 4.75+£0.06%
Total cholesterol (mmol/L) 3.80+0.08 7.79+£0.23%*
HDL cholesterol (mmol/L) 1.31£0.04 1.16+0.06%
LDL cholesterol {mmol/L) 1.98+0.05 5.39+0.28%*
Triglycerides (mmol/L) 1.09£0.08 2.70+£0.33**
ox-LDL (mg/L) 1.84£0.46 7.74+0.60%%
ox-LDL autoantibodies (mg/L) 3.21+0.37 35.82+1.52%*
hs-CRP (mg/L) 1.80£0.11 20.28+3.05%#
IMA (ABSL) 0.3349+0.0077 0.3839+0.0181*

Data are expressed as mean+SEM. IMA results are expressed in absorbance
units (ABSU). *P<0.05 and **P<0.001.

produce an increase in the concentration of ischemia-modified
albumin (IMA), a new marker for ischemia [13,14]. IMA has
been shown to be a sensitive biochemical marker of rapidly
growing interest, especially for the diagnosis of myocardial
ischemia [15]. Admission measurement of IMA can be used for
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early classification of patients presenting to the emergency
department (ED), to assist in patient triage [16], because
negative IMA has a high negative predictive value forexcluding
acute coronary syndromes [17]. However, some authors do not
support the use of IMA as an effective risk stratification tool for
patients with chest pain in the ED, especially due to its low
specificity [18]. Thus, considering the importance of IMA as a
sensitive biochemical marker for the diagnosis of cardiovas-
cular diseases and the link between hypercholesterolemia,
oxidative stress and the inflammatory aspects of atherosclerosis,
the aim of this study was to evaluate the interaction between
IMA, lipids and inflammation biomarkers in patients with
hypercholesterolemia to determine its possible role in atheroma
plaque development.

Materials and methods
Study population
Subjects were enrolled prospectively in this study from

LABIMED, located in Santa Maria-RS, Brazil. Subjects were
divided into two groups according to serum cholesterol levels

12
B r=0.3753 ,
P=0.0010
10
.
g
°
E
E
s
2
o
=
Gl
=
a
=
0
0,2 0,3 0.4 05 06 0.7 08 0,9
IMA (ABSU)
80 .
D r=0.2357
P=0.0432
70
SD 9
. .
- -
e .
E 5
a 40 *
4
3
= 30p e
.
ook
10f * e
- - f F -
0 Lim bdvde
0,2 03 0.4 05 0.6 0.7 08 0,9
IMA (ABSU)

Fig. 1. Significant correlations between (A) IMA and total cholesterol (r=0.4160, P=0.0002), (B) IMA and LDL cholesterol (»=0.3753, P=0.0010), (C') IMA and
ox-LDL antibodies (r=0.3376, P=0.0033), and (D) IMA and hs-CRP (r=0.2357, P=0.0432). Results of IMA were expressed in absorbance units (ABSU). Results of
total cholesterol and LDL cholesterol were expressed in mmol/L, and hs-CRP and ox-LDL autoantibodies were expressed in mg/L.
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Fig. 2. Significant correlations between (A) hs-CRP and total cholesterol (»= 0.7340, P<0.0001), (B) hs-CRP and HDL cholesterol (r=—0.2935, P=0.0112), (C) hs-
CRP and LDL cholesterol (r=0.6731, P<0.0001), (D) hs-CRP and ox-LDL (r=0.7191, P<0.0001), (E) hs-CRP and ox-LDL autoantibodies (»=0.7977, P<0.0001),
and (F) hs-CRP and triglycerides (r=0.5596, P<0.0001). Results of total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, and triglycerides were expressed in mmol/L.

hs-CRP, ox-LDL and ox-LDL autoantibodies were expressed in mg/L.

as follows: control group, 37 healthy subjects with
cholesterol levels ranging from 104 to 178 mg/dL (2.69-
4.61 mmol/L); and hypercholesterolemia group, 37 subjects
with cholesterol levels ranging from 250 to 529 mg/dL
(6.47-13.70 mmol/L). Hypercholesterolemia was defined as
a LDL cholesterol= 160 mg/dL (4.15 mmol/L) [19].

Smokers, diabetics and subjects undergomg hypolipemic
treatment or taking anti-inflammatory medications were
excluded from this study. All subjects provided written
informed consent, and this protocol was approved by the
Human Ethics Committee of the Federal University of Santa

Maria (number 23081.009087/2008).
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Biochemical determinations

Blood samples were collected after a 12-h overnight fasting
by venous puncture into gray and red top Vacutainers (BD
Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with sodium fluoride plus
potassium oxalate or no anticoagulant, respectively. Specimens
were routinely centrifuged within 1 h of collection for 15 min at
2500 g, and aliquots of serum samples were stored at —20 °C for
a maximum of 4 weeks before IMA measurement. Plasma
glucose and serum total cholesterol and triglyceride concentra-
tions were measured using standard enzymatic methods using
Ortho-Clinical Diagnostics' reagents on a fully automated
analyzer (Vitros 950" dry chemistry system; Johnson &
Johnson, Rochester, NY, USA). High-density lipoprotein
cholesterol was measured in the supernatant plasma after
precipitation of apolipoprotein B-containing lipoproteins with
dextran sulfate and magnesium chloride, as previously
described [20]. Low-density lipoprotein cholesterol was
estimated with the Friedewald equation [21]. hs-CRP was
measured by nephelometry (Dade Behring, Newark, DE, USA).
Ox-LDL was determined by a capture ELISA according to the
manufacturer’s instructions (Mercodia AB, Uppsala, Sweden),
as described by Holvoet et al. [22]. Ox-LDL autoantibodies
were determined using ELISA as described by Wu and Lefvert
[23]. Serum IMA was measured by a colorimetric assay
previously described by Bar-Or et al. [24]. This method
involved adding 50 pL of 0.1% cobalt chloride (Sigma,
CoCl;.6H-0) in H20 to 200 pL of serum, gently mixing, and
waiting 10 min for adequate cobalt-albumin binding. Fifty
microliters of dithiothreitol (DTT) (Sigma, 1.5 mg/mL H,0)
was added as a color developing agent and the reaction was
quenched 2 min later by adding 1.0 mL of 0.9% NaCl. Using a
spectrophotometer at 470 nm (Hitachi U-2800A", Hitachi
High-Technologies Corporation, Japan), color development
with DTT was compared to a serum-cobalt blank without DTT
and reported in absorbance units (ABSU) [24]. The colorimetric
assay format quantitatively measures unbound cobalt remaining
after cobalt—albumin binding has occurred. Thus, with reduced
cobalt—albumin binding, there is more unbound cobalt,
resulting in elevated absorbance levels.

Statistical analysis

Data were analyzed statistically by the Mann—Whitney U
test to evaluate the differences between groups. Spearman
correlation was assessed to evaluate the correlations between
the variables. Statistical significance was assumed at P<0.05.

Results

A total of 74 subjects were investigated in this study,
consisting of 37 subjects with hypercholesterolemia and 37
controls. Baseline characteristics of the study subjects are
shown in Table 1. Glucose, total cholesterol, LDL cholesterol,
triglycerides, ox-LDL, ox-LDL autoantibodies, hs-CRP, and
IMA levels were significantly higher in subjects with
hypercholesterolemia. HDL cholesterol levels were signifi-

cantly lower in subjects with hypercholesterolemia. We
observed significant correlations between IMA and total
cholesterol (r=0.4160, £=0.0002), IMA and LDL cholesterol
(r=0.3753, P=0.0010), IMA and ox-LDL antibodies
(r=0.3376, P=0.0033), and IMA and hs-CRP (r=0.2357,
P=0.0432), as shown in Fig. 1. The results indicate positive
correlations between IMA and some atherogenic species in the
serum of asymptomatic hypercholesterolemia subjects, suggest-
ing a role for identifying people with subclinical atherosclerotic
lesions. Significant correlations were also observed between hs-
CRP and total cholesterol (r=0.7340, P<0.0001), hs-CRP and
HDL cholesterol (r=-0.2935, P=0.0112), hs-CRP and LDL
cholesterol (r=0.6731, P<0.0001), hs-CRP and ox-LDL
(r=0.7191, P<0.0001), hs-CRP and ox-LDL autoantibodies
(r=0.7977, P<0.0001), and hs-CRP and triglycerides
(r=0.5596, P<0.0001), as shown in Fig. 2. The results indicate
a stronger relationship with hs-CRP than with IMA.

Discussion

The results of the present study showed that hypercholester-
olemia is associated with an increase in ox-LDL, ox-LDL
autoantibodies, and inflammatory markers such as hs-CRP.
Besides, hypercholesterolemia and the increase in inflammatory
response are associated with higher levels of IMA. Subjects
with high cholesterol may have a predisposition to atheroma
plaque development. We report here a positive correlation
between high cholesterol levels and hs-CRP production, which
was in accordance with literature data [25-28]. Plaque
formation in hypercholesterolemic subjects is associated with
an increase in chronic inflammation and elevated hs-CRP, and it
could be also related to the ischemic process because of the
positive association between serum levels of cholesterol, hs-
CRP and IMA. The results of this study also indicate a positive
correlation between IMA and ox-LDL autoantibodies. To the
best of our knowledge, this is the first report about the
association between IMA and ox-LDL autoantibodies. Over-
production of free radicals may produce a chemical modifica-
tion of human serum albumin, resulting in an increased IMA,
and IMA appears to play a role as an oxidative stress biomarker.
The measurement of IMA in the serum of asymptomatic
hypercholesterolemia subjects could be of diagnostic and
prognostic benefit because its results were associated with ox-
LDL autoantibodies, suggesting a role for IMA in identifying
people with subclinical atherosclerotic lesions.

High cholesterol levels favor oxidative stress leading to the
modification of LDL. Under conditions of oxidative stress, the
lipoprotein phospholipids become progressively oxidized
[29,30]. Free radicals play an important role in the dysfunction
of the endothelium. Endothelial dysfunction is characterized by
a functional disruption of the protective endothelium, unleash-
ing not only the mternalization of cholesterol, but also the
recruitment of inflammatory cells into the vessel wall, initiating
the atherosclerotic process [31]. Oxidative stress may be a
determinant of increased CRP levels and promote pro-
atherosclerotic inflammatory processes at the earliest stages of

coronary heart disease [32,33]. In this study, both IMA and CRP
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values were significantly higher in subjects with hypercholes-
terolemia. IMA is associated with excessive protein oxidative
stress, and protein oxidation may occur early in the pathogen-
esis of atherosclerosis and may indicate underlying subclinical
disease [34]. IMA seems to have a short half-life, returning to
baseline values in 6-12 h, as shown recently in patients with
stable angina pectoris after transient ischemia induced during
elective percutancous transluminal angioplasty [35]. The mjury
to endothelial cells causing stunning after inflammatory
response has been associated with elevated levels of IMA [36].

Several reports demonstrate that ischemia followed by
reperfusion elicit a cascade of proinflammatory reactions that
are known to lead to the production of ROS [3,12]. The increase
in oxidative stress associated with hypercholesterolemia
induces higher levels of ox-LDL, which is linked to
inflammatory response in venules [37]. Oxidative modification
of LDL induces the formation of immunogenic epitopes in the
LDL molecule, which leads to the formation of antibodies
against oxidized LDL which can be detected in serum. Anti-
oxidized LDL antibodies in atherosclerotic lesions have been
shown to block the uptake of oxidized LDL by macrophages,
suggesting a possible role in preventing the formation of foam
cells [38-40].

The negative correlation between HDL and hs-CRP reported
in this study is in agreement with data obtained by Wadham et
al. [41]. Previous studies reported that HDL inhibits the
cytokine-induced expression of inflammatory adhesion mole-
cules in endothelial cells. These findings demonstrate a potent
anti-inflammatory capacity of HDL, which could account for
the protective effect of HDL against atherogenesis [42]. HDL
may provide protection by inhibiting the oxidative modification
of LDL, which plays a central role in the mitiation and
propagation of atherosclerosis. Several lines of evidence
suggest that HDL can act as an antioxidant through the activity
of HDL-associated proteins, including paraoxonase 1 [43-45].

In summary, the present study demonstrated an association
between IMA, lipids and inflammation biomarkers. Hyperch-
olesterolemia is associated with an increase in inflammatory
and oxidative stress biomarkers, and it also induces free
radical formation and reduces the capacity of albumin to bind
cobalt owing to ischemia, resulting in an increased [IMA.
Moreover, there was a significant association between IMA
and hs-CRP, and this finding suggests a possible role of IMA
as a marker of atheroma plaque development. However,
further larger clinical studies are required to better understand
this association as well as the role of IMA as a marker of
atheromatous plaque development and as a marker of ischemia
for the diagnosis of acute coronary syndromes in patients with
hypercholesterolemia.
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ABSTRACT

Hypercholesterolemia-induced endothelial dysfunction due to excessive production of
reactive oxygen species is a major trigger of atherogenesis. Since the dismutation of
superoxide is catalyzed by superoxide dismutase enzymes, we tested the possible
association between hypercholesterolemia and Alai6Val manganese-dependent
superoxide dismutase gene (MnSOD) polymorphism, as well as the interaction with
levels of lipid and inflammatory biomarkers. A case-control was performed including
915 subjects. We found a positive association between Alai6Val MnSOD genotypes
and hypercholesterolemia since lower A allele frequency was observed in the
hypercholesterolemic group (p=0.001). The total cholesterol, LDL-cholesterol, hs-
CRP, oxLDL and oxLDL autoantibodies levels were not influenced by MnSOD
polymorphism, just by hypercholesterolemia. However, hypercholesterolemic AV/VV
genotype carriers showed significantly lower HDL cholesterol values compared to
other groups. A possible biological explanation for VV and hypercholesterolemia
association could be a chronic state of superoxide imbalance present in VV carriers,
which could affect differential metabolic pathways triggering a lipid imbalance.

KEY-WORDS: Hypercholesterolemia; ALA16VALsuperoxide dismutase gene
polymorphism; coronary artery disease; inflamatory biomarkers; lipid profile
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1. INTRODUCTION

Hypercholesterolemia-induced endothelial dysfunction due to excessive
production of reactive oxygen species is a major trigger of atherogenesis. Several
factors are associated with hypercholesterolemia, including increased superoxide
generation [1].

Superoxide anion and its derivatives activate redox-sensitive signaling
pathways, stimulate vascular smooth muscle cell mitogenesis, and regulate the
signaling of hypoxia and apoptosis. In addition, nitric oxide scavenging by superoxide
reduces the bioactivity of nitric oxide and produces peroxynitrite, a strong oxidant that
nitrosylates cellular proteins and lipids [2]. Increased superoxide production is a
feature of vascular disease states, including atherosclerosis, hypertension and
diabetes [3].

Superoxide (O2"), a powerful free radical, contributes to the development of
atherosclerosis by its inhibitory effect on nitric oxide (NO). Superoxide- producing
enzymes involved in the increased production of reactive oxygen species include
NADPH oxidase, nitric oxide synthase in the uncoupled state, mitochondrial
superoxide sources, cyclooxygenase and xanthine oxidase. Superoxide ions are
destroyed by superoxide dismutases (SOD) which are considered the first enzymes
in the defense against oxidative stress produced by normal metabolism [1]. All SODs
efficiently convert O,~ to H>O. which is then degraded to water by catalase or
glutathione peroxidase [4].

Genetic studies have described a single amino acid polymorphism in MnSOD.
The change of alanine (Ala) to valine (Val) at the 16th amino acid (16th amino acid
from the beginning of the signal sequence or -9th amino acid from the first amino acid
of the mature protein) of the signal sequence of MnSOD (Alai6Val) is believed to
change the secondary structure of the premature protein and therefore the
mitochondrial targeting of the enzyme [5]. In vitro investigations performed using the
import of chimeric proteins in mice showed that the Ala-MnSOD precursor generated
30-40% more of the active processed matrical MNSOD homotetramer, than the Val-
MnSQOD precursor. In this case, Ala-MnSOD/MTS allows efficient MnSOD import into
the mitochondrial matrix, while the Val-variant causes partial arrest of the precursor
within the inner membrane and decreased formation of the active MnSOD

homotetramer in the mitochondrial matrix [6].
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The Ala allele (AA), thought to alter enzyme transportation into the
mitochondria, has been associated with increased risk for breast, prostate and colon
cancer, hepatocellular carcinoma in HCV infection and malignant pleural
mesothelioma [7,8,9,10,11]. Surprisingly, additional epidemiological investigations
have suggested that the V allele is not a “good genetic variant” since it has been
associated with carotid atherosclerosis quantified as intima-media thickness (IMT) by
ultrasound [12,13], with non-familial dilated cardiomyopathy in Japanese subjects
[14], and higher oxidized LDL (oxLDL) levels in Brazilian subjects with a synergistic
effect in diabetes type 2 patients [15]. On the other hand, studies have shown that
the A allele variant of signal peptide which increases mitochondrial MNnSOD activity,
protects macrophages against oxLDL-induced apoptosis, and reduces the risk of
coronary artery disease and acute myocardial infarction (AMI) [16] Recently, we
observed a positive association between the ValVal genotype of MnSOD gene
polymorphism and obesity [17].

However, it is not clear if this polymorphism could have some influence in lipid
and inflammatory metabolism since subjects with metabolic disorders such as
hypercholesterolemia enrolled in population genetics studies are generally controlled
by diet or medication. Therefore, we performed here a two-phase study. In the first
phase, we analyzed the association between hypercholesterolemia and Alai6Val
MnSOD polymorphism with other metabolic disorders corrected between the two
groups (controls and hypercholesterolemic) to avoid interference in the analysis. In
the second phase, we analyzed the interaction between the polymorphism studied
here and hypercholesterolemia in levels of lipid and inflammatory biomarkers using
hypercholesterolemic subjects who were recently diagnosed and not yet treated.
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2. METHODS

2.1 Design

A case-control study was performed in two phases. In the first phase, we
analyzed the association between hypercholesterolemia and Alai6Val SOD2 gene
polymorphism. A second phase included just 100 subjects who had recently been
diagnosed with hypercholesterolemia and who were not receiving any treatment
(drugs and diet). The Ala16Val MnSOD gene polymorphism and serum lipid and

inflammatory biomarkers were determined and compared.

2.2 Subjects

A total of 915 subjects, 407 hypercholesterolemic (cholesterol levels ranging
from 250 to 529 mg/dL) and 508 control subjects without familial
hypercholesterolemia were included in this study through an investigation in Gravatai
City located in South Brazilian (Rio Grande do Sul) and from a Labimed, located in
Santa Maria-RS, Brazil. Hypercholesterolemia was defined as a LDL cholesterol =
160 mg/dl [20]. In one hundred of study subjects (50 hypercholesterolemics and 50
healthy control subjects), we measured the serum levels of oxidized LDL (oxLDL),
oxLDL autoantibodies, and C-reactive protein (hs-CRP).

As the study included genetic variables, the samples were recruited by random
selection of Brazilians of European ancestry from Rio Grande do Sul State (RS).
Compared with Brazil as a whole, the population of this state is composed mainly of
people of European ancestry (82%). A previous study performed by Cruz et al. [21] in
different ethnic populations showed different allele and genotype distributions as well
as different associations with diseases or biological characteristics. Therefore, we
analyzed only Caucasian subjects who represent the main ethnic group [22, 23].

Additionally, we selected all control and hypercholesterolemic subjects without
previous diseases such as coronary, stroke, neoplasias, and other diseases or
dysfunctions that could influence genotype distribution. These exclusions are justified
because these variables could interfere in the analyses [18].

The research was approved by the Human Ethics Committee of the Federal
University of Santa Maria (number 23081.009087/2008), and the protocol was carried
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out within an ethical framework, with informed consent of all participants
documented.

2.3 Laboratory analyses

Blood samples were collected after 12 h overnight fasting by venipuncture,
using gray and red top Vacutainers® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with
sodium fluoride plus potassium oxalate or no anticoagulant, respectively. Specimens
were routinely centrifuged within 1 h of collection for 15 min at 2500 g, and aliquots of
serum samples were stored at -20°C for a maximum of 4 weeks. Serum total
cholesterol and triglyceride levels were measured by standard enzymatic methods
using Ortho-Clinical Diagnostics® reagents in a fully automated analyzer (Vitros 950°
dry chemistry system; Johnson e Johnson, Rochester, NY, USA). High-density
lipoprotein cholesterol was measured in the plasma supernatant after precipitation of
apolipoprotein B-containing lipoproteins with dextran sulfate and magnesium chloride
as previously described [24]. Low-density lipoprotein cholesterol was estimated using
the Friedewald equation [25]. In the second phase, additional biomarkers were
measured. OxLDL was determined by a capture ELISA according to the
manufacturer’s instructions (Mercodia AB, Uppsala, Sweden), as described by
Holvoet et al. [26]. OxLDL autoantibodies were determined using ELISA as described
by Wu and Lefvert [27].

2.4 DNA analysis

Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes and from tissue
samples using a DNA Mini Kit Purification (Mo Bio). SOD polymorphism was
determined by PCR-RFLP analysis. The method used here to detect Ala-16Val
polymorphism is described in detail by Taufer et al. [18]. PCR amplifications were
performed in a total volume of 50 pl containing 5 pl of 10x buffer, 1 pl of 25 mM
MgCI2, 1.25 ul of 10 mM dNTP, 0.5 pl of Tag Polymerase (Gibco Inc, Co.), 1 ul of
each primer (40 pmol), 3 ul of genomic DNA (0.25 ug), and 34.5 pl of ddH20. The
amplification primers (Gibco Inc, Co.) for a 110-bp fragment of the human MnSOD
gene were 5-ACCAGCAGGCAGCTGGCGCCGG-3’, (sense strand) and 5'-
GCGTTGATGTGAGGTTCCAG-3' (antisense strand) with thermocycler parameters

70



comprising an initial cycle of 95¢ for five minutes followed by 35 cycles at 95° for one
minute and 61 ° for one minute. The final cycle was followed by an extension period
of two minutes at 72°. The PCR product (10 pl) was digested with Hae 11l (15 U; 37°,
6 h, Gibco. Inc, Co.). Digested products (23 and 85 bp) were visualized on a 4%
agarose gel (Amersham Biosciences Inc, Co.) stained with ethidium bromide. A
mutation was introduced by a primer mismatch to create a restriction cut site for Hae
Il in the -9 codon, and the following genotypes were observed: -9Ala/Ala (23 and 85
bp); -9Ala/Val (23, 85 and 110 bp); and -9Val/Val (110 bp).

2.5 Statistical analysis

Allele frequencies were estimated by the gene-counting method. Chi-square
(x2) analysis was used to estimate the Hardy-Weinberg equilibrium. The allele and
genotype frequencies were compared between the two groups (hypercholesterolemia
and control) using the chi-square statistical test or Fisher's exact test. All levels of
significance were two-tailed. Odds ratio and 95% confidence intervals (Cl) were
determined for genotype/allele comparisons. Continuous variables were compared
between case and control groups using Student’s t-test. The biological and laboratory
data are expressed as means = SD. Categorical variables were compared using the
chi-square (x2) test and are expressed as percentages. To test for intervening
variables in the association of hypercholesterolemia (dependent variable) and
Alai6Val SOD2 polymorphism, we performed a multivariate analysis using the
Backward Wald logistic regression. Equation regression included sex, age, diabetes
type 2, hypertension, obesity and smoking addiction as independent variables. In the
second phase, the lipid and inflammatory biomarkers were compared between
hypercholesterolemic and control subjects with different Alai6Val MnSOD gene
polymorphisms using analysis of variance (one-way) followed by Bonferroni’s post
hoc test. The alpha value considered was p=0.05. A computer statistics package
(SPSS 11.0, Chicago, USA) was used for statistical analyses in this study.

3. RESULTS

The baseline characteristics of the hypercholesterolemic and non-
hypercholesterolemic (control) subjects are shown in Table 1. The prevalence of
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diabetes type 2, smoking habit, hypertension and obesity were similar between
hypercholesterolemic and control subjects.
Table 1 here
Genotype frequency of the control group was in agreement with that expected
under Hardy-Weinberg equilibrium (p=0.2592). We found a positive association
between Alai6Val MnSOD genotypes and hypercholesterolemia since lower AA
frequency was observed in the hypercholesterolemic group (2= 13.466, p=0.001).
Table 2 here
A calculated dose-allele effect confirms this association (AA versus VV+AV
genotypes; x2=13.202, p=0.0001). The odds ratio determined was 1.931 (95% ClI:
1.349-2.734), indicating a greater chance of AA demonstrating no
hypercholesterolemic pattern compared to the other genotypes. Multivariate logistic
regression showed that the association between V allele and hypercholesterolemia

was independent of sex, age, diabetes, obesity and hypertension.

In the second analysis we compared oxidative and inflammatory biomarkers
between the hypercholesterolemia and control groups with different MnSOD
polymorphism carriers. The results are presented in Table 3.

Table 3 here

When we compared the lipid and inflammatory biomarkers between
hypercholesterolemic and control subjects who had different Alai6Val MnSOD
genotypes, we observed that total cholesterol, LDL-cholesterol, hs-CRP, oxLDL and
oxLDL autoantibodies levels were not influenced by MnSOD polymorphism, just by
hypercholesterolemia. In this case, the hypercholesterolemic groups showed higher
levels of these variables than did control subjects. Triglyceride levels were similar in
all groups with a higher standard deviation in all groups which explains why the
hypercholesterolemic subjects appeared to have higher triglycerides values than did
the control subjects.

The HDL cholesterol was the only lipid variable that was influenced by the
gene polymorphism studied here. Hypercholesterolemic subjects AV and VV
genotype carriers showed significantly lower HDL cholesterol values compared to

other groups.
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DISCUSSION

We describe here, for the first time, a positive association between
hypercholesterolemia and Ala16Val MnSOD gene polymorphism, where a decrease
in the frequency of the AA genotype was found in the hypercholesterolemic group
when compared to other genotypes. In previous studies performed, we found in a
general population that the AA genotype frequency was 14.5% ranging from 18.5% in
newborns to 13-16% in adults and elderly, whereas VV genotype frequencies ranged
from 20% in newborns to 25-29% in adults and elderly [18]. In a recent investigation,
we also found an association between Alai6Val MnSOD gene polymorphism and
obesity. In this case, the AA genotype frequency decreased to 10% in obese subjects
when compared to control subjects (18.5%) [17].

Previous studies published in the literature suggest that the AlaléVal
polymorphism could be associated with the development of type 2 diabetes among
Japanese-Americans. The authors believe that this association could be due to
insufficient reactive oxygen species (ROS) scavenging with V allele which could lead
to susceptibility to glucose intolerance [28]. Also, a recent investigation reported that
the AA+AG genotype of Alai6Val MnSOD gene polymorphism is an independent
protective factor against the development of diabetic nephropathy (DN) in Chinese
patients [29].

Taking into account the results previously published and presented here we
suggest that this polymorphism has some influence on oxidative metabolism related
to endocrine disorders such as obesity and hypercholesterolemia. The biological
plausibility of this notion is based on observations that pathological conditions that
predispose to cardiovascular events, such as hypertension, hypercholesterolemia,
and diabetes, are associated with oxidative stress. These observations and other
data derived from additional investigations provide mounting evidence that oxidative
stress is decisively involved in the pathogenesis of endothelial dysfunction and
atherosclerosis [30].

The second analysis performed here investigated the possible effect of the
Alai6Val polymorphism on serum levels of oxLDL, oxLDL autoantibodies, and hs-
CRP. The results did not show a positive association, and the higher levels of these
biomarkers could just be related to the hypercholesterolemia disorder [19] and are
not influenced by MnSOD polymorphism. However, these results could be different in
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a physiological stress condition as suggested by an investigation that examined the
possible effect of Alai6Val MnSOD gene polymorphism on interleukin 6 (IL-6) and
MnSOD enzyme levels in 42 patients undergoing coronary artery bypass grafting
(CABQG) with cardiopulmonary bypass (CPB). The authors found similar IL-6 levels in
a preoperative evaluation. However, postoperatively, IL-6 levels were significantly
higher in all patients but more significantly in V(VV+AV) carriers. From these data,
the authors suggested that Alai6Val MnSOD gene polymorphism plays a role in
cytokine release [31].

Another interesting investigation analyzed the association between MnSOD
polymorphism in blood cells from 498 coronary artery disease (CAD) patients and
627 healthy subjects. The results indicated that the alanine variant of MnSOD signal
peptide increases mitochondrial MnSOD activity, protects macrophages against
oxLDL-induced apoptosis, and reduces the risk of CAD and AMI [32]. In this way it is
important to carry out complementary investigations to analyze the response of other
inflammatory biomarkers including hs-CRP on subjects with different MnSOD
polymorphism genotypes.

The only interaction observed here occurred in HDL cholesterol levels which
were lower in V (VV+AV) hypercholesterolemic subjects when compared to AA
hypercholesterolemic and AA, AV and VV healthy subjects. HDL cholesterol levels
correlated inversely with cardiovascular events and seem to have important vascular
protective effects [33]. Subjects with elevated HDL plasma levels are less susceptible
to the development of endothelial dysfunction and atherosclerosis [34]. On the other
hand, low HDL levels predict an increased incidence of cardiovascular diseases such
as myocardial infarction [35]. Among the mechanisms in which HDL exerts a
cardiovascular protective effect, we can cite the following: HDL facilitates the reverse
cholesterol transport and delivers cholesterol from the vasculature to the liver for
excretion from the body; and HDL mediates an important vasculoprotective action via
the improvement of the function of circulating bone marrow-derived endothelial
progenitor cells (EPC) [36]. HDL leads to the reduction of oxidative stress in the
vasculature, which may contribute to the atheroprotective effects of HDL. The results
described here corroborate that oxidative stress have some influence in lipid profile
especially in HDL levels. In this case, our results provide some evidence that genetic
differences could have an influence on HDL levels mainly in hypercholesterolemic
patients. However, complementary studies verifying possible intervening variables
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(including diet and physical activity) need to be performed to clarify the relationship
between HDL levels and Ala16Val MnSOD gene polymorphism.

Finally, it is important to ponder some considerations associated with our
methodological design. Since hypercholesterolemia is strongly related to other
morbidity studies, investigators looking for an association between gene and non-
morbid dyslipidemia need to consider these morbidities as intervening variables. In
fact, many investigations prefer to include all subjects in the study and perform
further exclusions when the statistical analyses are conducted. Of course, that
approach increases the sample number and permits more consistent statistical
power. However, with the great number of variables included in the study and the
large number of positive statistical associations sometimes found in these studies, it
becomes very difficult to discuss the results in biological terms.

Another situation that makes it difficult to interpret data from a large sample
that shows higher variability in terms of morbidities, risk factors, lifestyle, etc. is the
systemic effect of these variables, including possible synergistic and additional
interactions that we can separate by statistical analysis. For example, in a previous
study, we found that a positive association between oxLDL levels and the VV
genotype of MnSOD was strongly influenced by diabetes type 2. However, we could
not determine if this influence was due to an interaction between diabetes and
obesity or hypertension and dyslipidemia, which are highly prevalent in diabetic
patients. Despite the limitations of the study, the results described could be
considered important in clinical terms, if we consider that V carriers have more risk of
presenting hypercholesterolemia and presenting lower HDL values when compared
to AA subjects.

In conclusion, the results suggest an association between VV and
hypercholesterolemia. A possible biological explanation for this association could be
a chronic state of superoxide imbalance present in VV carriers, which could affect

differential metabolic pathways triggering a lipid imbalance.
Acknowledgments
The authors thank the team of Project Genesis and Prefeitura Municipal de

Gravatai for helping with data collection and CNPq (No. 471233/2007-2, No.
311231/2006-3, No. UFSM 23081.009087/2008-99), CAPES (166/08) and

75



FAPERGS for grants and fellowships. Dr. A. Leyva provided English editing of the

manuscript.

REFERENCES

[1] Minor RLJr., Myers PR, Guerra RJr., Bates JN, Hamson DG. Diet-induced
atherosclerosis increases the release of nitrogen oxides from rabbit aorta. J Clin
Invest 1990; 86:109-116.

[2] Huang J, Lin SC, Nadershahi A, Watts SW, Sarkar R. Role of redox signaling and
poly (adenosine diphosphate-ribose) polymerase activation in vascular smooth
muscle cell growth inhibition by nitric oxide and peroxynitrite. J Vasc Surg 2008;
47:599-607.

[8] Thomas SR, Witting PK, Drummond GR. Redox control of endothelial function
and dysfunction: molecular mechanisms and therapeutic opportunities. Antioxid
Redox Signal 2008; 10:1713-1765.

[4] Muller G, Morawietz H. Nitric Oxide, NAD(P)H Oxidase and Atherosclerosis.
Antioxid Redox Signal 2009; 11:1711-1731.

[5] Johnson P. Antioxidant enzyme expression in health and disease: effects of
exercise and hypertension. Comp Biochem Physiol C Toxicol Pharmacol 2002;
133:493-505.

[6] Shimoda-Matsubayashi S, Matsumine H, Kobayashi T, Nakagawa-Hattori Y,
Shimizu Y, Mizuno Y. Structural dimorphism in the mitochondrial targeting sequence
in the human manganese superoxide dismutase gene. Biochem Biophys Res
Commun 1996; 226:561-565.

[7] Sutton A, Khoury H, Prip-Buus C, Cepanec C, Pessayre D, Degoul F. The
Ala16Val genetic dimorphism modulates the import of human manganese superoxide
dismutase into rat liver mitochondria. Pharmacogenetics 2003; 13:145-157.

76



[8] Slanger TE, Chang-Claude J, Wang-Gohrke S. Manganese superoxide dismutase
Ala-9Val polymorphism, environmental modifiers, and risk of breast cancer in a

German population. Cancer Causes Control 2006; 17:1025-1031.

[9] Ezzikouri S, El Feydi AE, Chafik A, Afifi R, El Kihal L, Benazzouz M, et al.
Genetic polymorphism in the manganese superoxide dismutase gene is associated
with an increased risk for hepatocellular carcinoma in HCV-infected Moroccan
patients. Mutat Res 2008; 649:1-6.

[10] Kang D, Lee KM, Park SK, Berndt Sl, Peters U, Reding D, et al. Functional
variant of manganese superoxide dismutase (SOD2 V16A) polymorphism is
associated with prostate cancer risk in the prostate, lung, colorectal, and ovarian
cancer study. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2007; 16:81-86.

[11] Ergen HA, Narter F, Timirci O, Isbir T. Effects of manganase superoxide
dismutase Ala-9Val polymorphism on prostate cancer: a case-control study.
Anticancer Res 2007; 27:1227-1230.

[12] Landi S, Gemignani F, Neri M, Barale R, Bonassi S, Bottari Fet, et al.
Polymorphisms of glutathione-S-transferase M1 and manganese superoxide
dismutase are associated with the risk of malignant pleural mesothelioma. Int J
Cancer 2007; 120:2739-2743.

[13] Kakko S, Paivansalo M, Koistinen P, Kesaniemi YA, Kinnula VL, Savolainen MJ.
The signal sequence polymorphism of the SOD2 gene is associated with the degree
of carotid atherosclerosis. Atherosclerosis 2003; 168:147-152.

[14] Hiroi S, Harada H, Nishi H, Satoh M, Nagai R, Kimura A. Polymorphisms in the
SOD2 and HLA-DRB1 genes are associated with nonfamilial idiopathic dilated
cardiomyopathy in Japanese. Biochem. Biophys. Res. Commun 1999; 261:332-329.

77



[15] Gottlieb MG, Schwanke CH, Santos AF, Jobim PF, Missel DP, Cruz IBM.
Association among oxidized LDL levels, SOD2, apolipoprotein E polymorphisms, and
cardiovascular risk factors in a south Brazilian region population. Genet Mol Res
2005; 4:691-703.

[16] Fujimoto H, Taguchi JI, Imai Y, et al. Manganese superoxide dismutase
polymorphism affects the oxidized low-density lipoprotein-induced apoptosis of
macrophages and coronary artery disease. Eur Heart J 2008; 29:1267-74.

[17] Montano MAE, Gottlieb MG, Barrios-Lera JP, Santos GFF, Manica-Cattani MF,
Schwanke CHA, et al. Association between manganese superoxide dismutase
(Mnsod) gene polymorphism and elderly obesity. Mol Cell Biochem 2009; 328:33-40.

[18] Taufer M, Peres A, de Andrade VM, de Oliveira G, Sa G, do Canto ME, et al. Is
the Vali6Ala manganese superoxide dismutase polymorphism associated with the
aging process? J Gerontol A Biol Sci Med Sci 2005; 60:432-438.

[19] Duarte MMMF, Rocha JBT, Moresco RN, Duarte, T, Cruz IBM, Loro VL et al.
Association between ischemia-modified albumin, lipids and inflammation biomarkers

in patients with hypercholesterolemia. Clin Biochem 2009; 42:666-671.

[20] Skilton MR, Moulin P, Sérusclat A, Nony P, Bonnet F. A comparison of the
NCEP-ATPIII, IDF and AHA/NHLBI metabolic syndrome definitions with relation to
early carotid atherosclerosis in subjects with hypercholesterolemia or at risk of CVD:
evidence for sex-specific differences. Atherosclerosis 2007; 190:416-422.

[21] Cruz IBM, Oliveira G, Taufer M, Leal NF, Schwanke CH, Glock L, et al.
Angiotensin I-converting enzyme gene polymorphism in two ethnic groups living in
Brazil's southern region: association with age. J Gerontol A Biol Sci Med Sci 20083;
58: M851-856.

[22] Parra FC, Amado RC, Lambertucci JR, Rocha J, Antunes CM, Pena SD. Color
and genomic ancestry in Brazilians. Proc Natl Acad Sci USA 2003; 100: 177-182.

78



[23] Mattevi VS, Zembrzuski VM, Hutz MH. Association analysis of genes involved in
the leptin-signaling pathway with obesity in Brazil. Int J Obes Relat Metab Disord
2002; 26:1179-1185.

[24] Bachorik PS, Albers JJ. Precipitation methods for quantification of lipoproteins.
Methods Enzymol 1986; 129:78-100.

[25] Friedewald WT, Levy RI, Fredrickson DS. Estimation of the concentration of low-
density lipoprotein cholesterol in plasma, without use of the preparative
ultracentrifuge. Clin Chem 1972; 18:499-502.

[26] Holvoet P, Stassen JM, Van Cleemput J, Collen D, Vanhaecke J. Oxidized low
density lipoproteins in patients with transplant-associated coronary artery disease.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 1998; 18:100-107.

[27] Wu R, Lefvert AK. Autoantibodies against oxidized low density lipoprotein
(OxLDL): characterization of antibody isotype, subclass, affinity and effect on the
macrophage uptake of oxLDL. Clin Exp Immunol 1995; 102:174-180.

[28] Nakanishi S, Yamane K, Ohishi W, Nakashima R, Yoneda M, Nojima H, et al.
Manganese superoxide dismutase Alai6Val polymorphism is associated with the
development of type 2 diabetes in Japanese-Americans. Diabetes Res Clin Pract
2008 ; 81 :381-385.

[29] Liu L, Zheng T, Wang N, Wang F, Li M, Jiang J, et al. The manganese
superoxide dismutase Val16Ala polymorphism is associated with decreased risk of
diabetic nephropathy in Chinese patients with type 2 diabetes. Mol Cell Biochem
2009; 322:87-91.

[80] Wassmann S, Wassmann K, Nickenig G. Modulation of oxidant andantioxidant

enzyme expression and function in vascular cells. Hypertension 2004; 40:381-386.

79



[31] Isbir S, Ergen A, Yilmaz H, Tekeli A, Arsan S. Effect of Ala16Val genetic
polymorphism of MNnSOD on antioxidant capacity and inflammatory response in open
heart surgery. In Vivo 2008; 22:147-151.

[32] Fujimoto H, Taguchi J, Imai Y, Ayabe S, Hashimoto H, Kobayashi H, et al.
Manganese superoxide dismutase polymorphism affects the oxidized low-density
lipoprotein-induced apoptosis of macrophages and coronary artery disease. Eur
Heart J 2008; 29:1267-1274.

[33] Barter P, Gotto AM, LaRosa JC, Maroni J, Szarek M, Grundy SM, et al. HDL
cholesterol, very low levels of LDL cholesterol, and cardiovascular events. N Engl J
Med 2007; 357:1301-1310.

[34] Spieker LE, Sudano I, Hurlimann D, Lerch PG, Lang MG, Binggeli C, et al. High-
density lipoprotein restores endothelial function in hypercholesterolemic men.
Circulation 2002; 105:1399-1402.

[35] Buring JE, O'Connor GT, Goldhaber SZ, Rosner B, Herbert PN, Blum CB, et al.
Decreased HDL2 and HDL3 cholesterol, Apo A-l and Apo A-ll, and increased risk of
myocardial infarction. Circulation (85) (2002), pp.22-29.

[36] Petoumenos V, Nickenig G, Werner N. High density lipoprotein exerts
vasculoprotection via endothelial progenitor cells. J Cell Mol Med 2008 (in press).doi:
10.1111/j.1582-4934.2008.00472.x

80



Table 1. Clinical and laboratory characteristics.

Controls Hypercholesterolemia P values
Mean age (years) 67.3x7.2 67.7+6.8 0.121
BMI (kg/mz2) 28.87 +4.8 28.97 + 4.4 0.747
Systolic BP (mmHg) 140.7 £30.7 140.1 £25.6 0.798
Diastolic BP (mmHg) 79.8+13.9 79.5+123 0.763
Total cholesterol (mg/dL) 158.7 £ 55.5 273.9+15.9 0.0001
HDL-cholesterol (mg/dL) 64.4+5.5 46.2+6.8 0.014
LDL-cholesterol (mg/dL) 107.0£14.2 179.3+13.5 0.001
Triglycerides (mg/dL) 144.4 +64.8 177.0 £ 73.0 0.0001
Glucose (mg/dL) 107.0£34.2 106.2 £ 23.5 0.339
Diabetes type 2 (n, %) 62 (12.2) 43 (10.6) 0.429
Hypertension (n, %) 234 (46.1) 184 (45.2) 0.665
Obesity (n, %) 169 (33.3) 132 (32.4) 0.789
Smoking addiction (n, %) 158 (31.9) 134 (32.2) 0.360

Data are expressed as means + standard deviations.
BMI, body mass index; BP, blood pressure; HDL, high density lipoprotein; LDL, low density lipoprotein.
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Table 2. MnSOD polymorphism genotype frequencies in hypercholesterolemia and

control groups

MnSOD Groups

Genotypes Hypercholesterolemia Control Total

AA 52 (12.8%)* 112 (22.0%) 164 (17.9%)
'A% 98 (24.1%) 116 (22.8%) 214 (23.4%)
AV 257 (63.1%) 280 (55.2%) 537 (58.7%)
Alleles

A 0.443 0.496 0.456

Vv 0.556 0.504 0.544

* y2=13.466, p=0.001



Table 3. Interaction between Alai6Val

hypercholesterolemia with respect to lipid and inflammatory biomarkers

MnSOD gene polymorphism and

83

Variable Group Mean + SD
Total cholesterol (mg/dL) C-AA 145+ 16 A
C-vv 149+ 18 A
C-AV 148 £19 A
H-AA 302 +44 B
H-VV 321 £ 63 B
H-AV 303+73 B
HDL-cholesterol (mg/dL) C-AA 68 £ 14 A
C-vv 50 £ 08 A
C-AV 61 £ 02 A
H-AA 65+ 10 A
H-VV 38+ 06 B
H-AV 45+13 B
LDL-cholesterol (mg/dL) C-AA 73+ 14 A
C-vv 77 £ 11 A
C-AV 77 £10 A
H-AA 218 £ 46 B
H-VV 229 + 67 B
H-AV 212+ 83 B
Triglycerides (mg/dL) C-AA 81+35 A
C-vVv 94 £ 42 A
C-AV 94 + 41 A
H-AA 180 + 33 A
H-VV 252+ 10 A
H-AV 247 + 21 A
hs-CRP (mg/dL) C-AA 0.15+0.05 A
C-vVv 0.19+0.07 A
C-AV 0.15+0.05 A




H-AA 1.87 £1.08 B
H-VV 2.75+1.15 B
H-AV 1.88 £ 1.06 B
oxLDL (mg/dL) C-AA 0.22+0.03 A
C-vv 0.33+0.02 A
C-AV 0.24 £ 0.30 A
H-AA 0.90 + 0.61 B
H-VV 0.91+0.36 B
H-AV 0.88+0.32 B
oxLDL autoantibodies (mg/L) C-AA 312 A
C-vv 3+ 0.5 A
C-AV 32 A
H-AA 35+9 B
H-VV 38+8 B
H-AV 36+8 B

C- Control subjects; H- hypercholesterolemic subjects; SD= standard deviation.
Different letters indicate statistical differences at p<0.05 using analysis of variance
(one-way ANOVA) followed by Bonferroni’s post hoc test.
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ABSTRACT

Objectives: To investigate the oxidative stress, antioxidant system, and influence of
genotype manganese superoxide dismutase (Alai6Val) polymorphism in
hypercholesterolemia.

Design and Methods: Glucose, lipid profile, high-sensitivity C reactive protein (hs-
CRP), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), carbonyl protein, thiols,
reduced glutathione (GSH), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), vitamin C,
vitamin E, and genotype manganese superoxide dismutase (Alai6Val) polymorphism

were measured in 40 subjects with hypercholesterolemia and 40 controls.

Results: Lipid profile, hs-CRP, glucose, TBARS, carbonyl protein, CAT, and vitamin
E were significantly higher in subjects with hypercholesterolemia. In contrast, GSH
and SOD activity were lower. TBARS, carbonyl protein, thiols, CAT activity, and
vitamin E were significantly higher in hypercholesterolemic subjects with genotype
VV for MnSOD polymorphism, while GSH, SOD, and vitamin C were lower in these

subjects.
Conclusions: We suggest an association between the genotype VV of MnSOD

polymorphism, hypercholesterolemia, and oxidative stress biomarkers.

Keywords: Hypercholesterolemia, Inflammation, Oxidative stress, Antioxidant,
ALA16VAL superoxide dismutase.
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1. Introduction

Reactive oxygen species (ROS) such as superoxide anion, hydrogen
peroxide, and hydroxyl radicals are produced during the metabolism of estradiol,
polyunsaturated fats, ethanol, and electron transport chain as well as during the
normal cellular function [1]. Their high chemical reactivity leads to the oxidation of
lipids, proteins or DNA. The balance between ROS generation and antioxidant
activity is critical to the pathogenesis of oxidative stress-related disorders [2].

Hypercholesterolemia has been associated with oxidative stress that results
from the increased production of reactive oxygen radicals or impairment of the
antioxidant system [3-4]. Hypercholesterolemia promotes atherosclerosis and it is a
major risk factor of acute coronary syndromes and cardiovascular death. One of the
most consistent hypothesis to explain atherogenesis postulates that it is triggered by
in vivo LDL oxidation caused by ROS [5-6]. Significant increases in lipoperoxidation
products or decreases of some antioxidants in plasma have been reported in
hypercholesterolemia. One of the well-known lipoperoxidation products is
malondialdehyde (MDA) [7-8]. Proteins are considered to be the most susceptible
target for oxidative modification because of the role of molecules such as enzymatic
catalysts, which as consequence present impaired activity. Protein carbonyl content
is currently one of the most general indicators and commonly used markers of protein
oxidation [9].

A sensitive balance between the generation and neutralization of oxidants by
different intra and extracellular defense mechanisms helps to protect vital cell
components. Circulating scavenging antioxidants with a high redox potential, such as
reduced glutathione (GSH) as well as intracellular antioxidant enzymes, such as
glutathione peroxidase (GSHPXx), manganese superoxide dismutase (MnSOD) and
catalase (CAT), maintains this equilibrium [10]. MnSOD is the primary antioxidant in
the mitochondria. This enzyme converts reactive oxygen species into oxygen and
hydrogen peroxide, being that the latter is catalyzed into water by catalase and
glutathione peroxidase [11-12]. The major defense against the toxicity of O, is
conferred by SOD, which catalyses the dismutation of O, into H,0,. CAT, the main
enzyme scavenging H>O,, decomposes H.O, into water and therefore acts in concert
with SOD. H»O. is also deactivated into water by GPx, which uses reduced
glutathione (GSH) as a hydrogen donor, whereby GSH is oxidized [13].
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MnSOD is encoded by a single gene containing five exons and located on
chromosome 625 [14]. One of the polymorphisms of MnSOD results in the
replacement of alanine 16 (GCT) with a valine (GTT; the Alai6Val polymorphism),
and affects the import of MnSOD into mitochondria by altering the conformation of its
leader signal [15]. This mutation may reflect functional polymorphism of mitochondrial
transport of human MnSOD. Alai6Val is implicated in a decreased efficiency of
MnSOD transport into target mitochondria in V allele carriers [16]. A study performed
by Sutton et al. [17] suggested that the Ala-MnSOD precursor generated 30%-40%
more of the active matricial processed MnSOD homotetramer than the Val-MnSOD
precursor. These results showed that the Ala-MnSOD/mitochondrial targeting
sequence (MTS) allows efficient MNSOD import into the mitochondrial matrix, while
the Val-variant causes partial arrest of the precursor within the inner membrane and
decreased formation of the active MnSOD tetramer in the mitochondrial matrix [17].
An important framework on the modulation of the redox status influenced by genetic
polymorphisms could affect the cardiovascular homeostasis [18], and recently a
positive association between the ValVal genotype of MnSOD gene polymorphism
and obesity was observed [19].

In addition, non enzymatic antioxidant mechanisms also protect against
oxidative stress. These mechanisms include natural lipophilic antioxidants such as
vitamin E and hydrophilic substances like vitamin C and glutathione (GSH), which
could act synergistically. Nonprotein thiols have a variety of functions in bioreduction
and detoxification processes [20-23]. Vitamin E acts as a peroxyl radical scavenger
and could be further regenerated by vitamin C and GSH. In addition to this chain
propagation breaking effect, cell mediated vitamin E effects have been described and
could be in part independent of the antioxidant potency. Indeed, vitamin E could
regulate smooth muscle cell proliferation and ROS monocyte production. The main
antioxidant function of vitamin E is the protection against lipid peroxidation. ~ Non-
enzymatic antioxidant defenses can probably act as antiatherogens by preventing or
supressing the prooxidant states [24-25].

Clinical studies have demonstrated that patients with hypercholesterolemia
have markers suggestive of decreased antioxidant activity when compared with
normal subjects; however, the relationship between the MnSOD polymorphism and
level of oxidant and antioxidant markers is not well known. Therefore, the aim of this
study was to investigate the lipid peroxidation, protein oxidation, and the antioxidant
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system in hypercholesterolemic patients and health subjects. We also evaluated the
influence of genotype manganese superoxide dismutase (Alal6Val) polymorphism

on oxidative stress biomarkers.
2. Methods

2.1 Study population

Subjects were enrolled prospectively in this study from LABIMED, located in
Santa Maria-RS, Brazil. Subjects were divided into two groups according to serum
cholesterol levels as follows: control group, 40 healthy subjects with cholesterol
levels ranging from 104 to 178 mg/dL (269 - 4.61 mmol/L); and
hypercholesterolemia group, 40 subjects with cholesterol levels ranging from 250 to
529 mg/dL (6.47 — 13.70 mmol/l). Hypercholesterolemia was defined as LDL
cholesterol = 160 mg/dL (4.15 mmol/L) [26]. Smokers, diabetics, and subjects
undergoing hypolipemic treatment or taking anti-inflammatory medications were
excluded from this study. All subjects provided written informed consent and this
protocol was approved by the Human Ethics Committee of the Federal University of
Santa Maria (number 23081.009087/2008).

2.2 Laboratory analyses

Blood samples were collected after 12 hours overnight fasting by venous
puncture into gray and red top Vacutainers® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes.
Specimens were routinely centrifuged within 1 h of collection for 15 min at 2,500 g.
The precipitate was discarded and the serum was used to determine total
cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides, hs-PCR, TBARS, protein
carbonyl, vitamin C, and vitamin E contents. CAT and SOD activities were
determined using whole blood collected in citrated and diluted in a 1:10 in saline
solution. The reduced glutathione determination was conducted in erythrocytes
obtained by centrifugation (5000 rpm for 10 min) of blood collected using EDTA as
anticoagulant and for plasmatic non-protein thiols. Glucose was determined using
whole blood collected in sodium fluoride.

Plasma glucose, serum total cholesterol and triglyceride concentrations were
measured using standard enzymatic methods by use of Ortho-Clinical Diagnostics®
reagents on the fully automated analyzer (Vitros 950° dry chemistry system; Johnson
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& Johnson, Rochester, NY, USA). High-density lipoprotein cholesterol was measured
in the supernatant plasma after precipitation of apolipoprotein B-containing
lipoproteins with dextran sulfate and magnesium chloride as previously described
[27]. Low-density lipoprotein cholesterol was estimated with the Friedewald equation
[28], hs-CRP was measured by nephelometry (Dade Behring, Newark, DE, EUA).
Serum thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were measured
according to the modified method of Jentzsch et al. [29]. The carbonylation of serum
proteins was determined by modifications of the Levine method [30]. Whole blood
catalase activity was determined by the method of Aebi [31] by measuring the rate of
decomposition of H,O, at 240 nm. Whole blood superoxide dismutase activity was
measured as described by McCord & Fridovich [32]. Reduced glutathione and thiols
were assayed in plasma by the method of Ellman [33]. Serum vitamin E was
estimated by a modified method of Hansen & Warwick [34]. Vitamin C analysis was
made by the method described by Roe [35]. Protein was measured by the method of

Bradford using bovine serum albumin as standard [36].

2.3 DNA analysis

Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes and from tissue
samples using a DNA Mini Kit Purification (Mo Bio). SOD polymorphism was
determined by PCR-RFLP analysis. The method used here to detect Ala-16Val
polymorphism is described in detail by Taufer et al. [37]. PCR amplifications were
performed in a total volume of 50 ul containing 5 pl of 10x buffer, 1 ul of 25mM
MgCI2, 1.25 ul of 10 mM dNTP, 0.5 pl of Tag Polymerase (Gibco Inc, Co.), 1 ul of
each primer (40 pmol), 3 pl of genomic DNA (0.25 ug), and 34.5 ul of ddH20. The
amplification primers (Gibco Inc, Co.) for a 110-bp fragment of the human MnSOD
gene were 5-ACCAGCAGGCAGCTGGCGCCGG-3’ (sense strand) and 5'-
GCGTTGATGTGAGGTTCCAG-3' (antisense strand) with thermocycler parameters
comprising an initial cycle of 95° for five minutes followed by 35 cycles at 95° for one
minute and 61 ° for one minute. The final cycle was followed by an extension period
of two minutes at 72°. The PCR product (10 ul) was digested with Hae Il (15 U; 37°,
6 h, Gibco. Inc, Co.). Digested products (23 and 85 bp) were visualized on a 4%
agarose gel (Amersham Biosciences Inc, Co.) stained with ethidium bromide. A

mutation was introduced by a primer mismatch to create a restriction cut site for Hae
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[l in the -9 codon, and the following genotypes were observed: -9Ala/Ala (23 and 85
bp); -9Ala/Val (23, 85 and 110 bp); and -9Val/Val (110 bp).

2.4 Statistical analysis

Data are presented as mean and standard error of the mean (SEM). Statistical
differences between groups were evaluated by Student t test. Pearson correlation
was assessed to evaluate the correlations among variables. Differences between
groups according to MnSOD polymorphism genotypes of the subjects were evaluated
by analysis of variance (one-way ANOVA) followed by Tukey’s post hoc test.
Statistical significance was assumed at P < 0.05.

3. Results

A total of 80 subjects were investigated in this study, consisting of 40 subjects
with hypercholesterolemia and 40 controls. Baseline characteristics of the study
subjects are shown in Table 1. Total cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides, hs-
CRP, and glucose were significantly higher in subjects with hypercholesterolemia,
while HDL cholesterol was lower in these subjects. The values of TBARS (10.67 +
0.32 vs 7.07 £ 0.26 nmol MDA/mL serum, P < 0.001), carbonyl protein (1.07 + 0.03
vs 0.94 £+ 0.04 nmol/mg protein, P < 0.05), thiols (1.27 £ 0.02 vs 0.91 £ 0.03 pmol/mL
plasma, P < 0.001), catalase (201.50 = 7.08 vs 109.30 = 2.44 U/g hemoglobin, P <
0.001), and vitamin E (12.73 + 0.40 vs 7.92 + 0.22 ymol/L serum, P < 0.001) were
significantly higher in subjects with hypercholesterolemia in comparison to controls.
In contrast, GSH (0.55 + 0.03 vs 1.22 + 0.04 pmol/mL plasma, P < 0.001) and SOD
(0.52 £ 0.02 vs 0.71 = 0.02 U/mg hemoglobin, P < 0.001) were lower in the
hypercholesterolemia group, as shown in Figure 1. No statistical differences were
observed for vitamin C levels between the study groups. Moreover, we observed
significant correlations between total cholesterol, hs-CRP, and oxidative stress
biomarkers, as shown in Table 2.

Potential interactions between MnSOD polymorphism genotypes and lipids,
inflammatory and oxidative stress biomarkers were also evaluated. We assessed the
association for MnSOD genotypes alanine/alanine (AA), alanine/valine (AV) and
valine/valine (VV), as reported in Table 3. Distribution of MnSOD polymorphism
genotypes in the control group was: AA (65.0%, n = 26), AV (27.5%, n = 11), and VV
(7.5%, n = 3). In contrast, the frequency of the alleles Ala/Val and Val/Val in the
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hypercholesterolemic group was significantly higher as follows: AA (10.0%, n = 4),
AV (565.0%, n = 22), and VV (35.0%, n = 14). These data indicate an increase of
oxidative stress in the hypercholesterolemia group, especially in subjects presenting
genotype VV for MnSOD polymorphism. TBARS, carbonyl protein, thiols, catalase,
and vitamin E were significantly higher in hypercholesterolemic subjects with
genotype VV for MnSOD polymorphism, while GSH, SOD, and vitamin C were lower

in these subjects.

4. Discussion

This study reports an increase of oxidative stress in subjects with
hypercholesterolemia, especially those subjects with genotype VV for MnSOD
polymorphism. This is the first report valuing the oxidative stress in
hypercholesterolemia as well as its association with Ala16Val superoxide dismutase
gene polymorphism.

Hypercholesterolemia is regarded as an important factor in the development of
atherosclerosis and subsequent cardiovascular disease [26]. There is now a
consensus that atherosclerosis represents a state of heightened oxidative stress
characterized by lipid and protein oxidation in the vascular wall. Lipid damage
induces the phenomenon known as lipoperoxidation, which culminates in MDA
formation. Lipoperoxidation can disrupt the organization of the membrane, causing
changes in fluidity and permeability. As a consequence, it impairs the activity of the
membrane-bound enzymes, the transport and the function of second messenger
systems [12]. In addition, it has been demonstrated that lipoperoxidation plays an
important role in chronic inflammatory responses to atherosclerosis [38-39].

In the present study, some indicators of oxidative stress were higher in the
subjects with hypercholesterolemia, including TBARS levels. This finding is
associated with the damage to lipid structures by free radicals. Furthermore, we
report here a positive correlation between total cholesterol and TBARS. These
findings are in agreement with results of other recent investigations, which showed
lipid peroxidation associated with high serum lipids [7,40]. TBARS has been
appointed as a predictor of cardiovascular events in patients with established heart
disease, independent of traditional risk factors and inflammatory markers [41].

Proteins constitute major components of living cells and a relatively minor

structural modification often leads to a marked change of their functions. Under
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oxidative stress, proteins as well as lipids are the major targets of ROS. The
formation of protein carbonyl seems to be a common phenomenon during oxidation,
and its quantification may be used to measure the extent of oxidative damage [9].
The results of the present study indicate an increase of oxidation in plasma proteins
of subjects with hypercholesterolemia, as previously reported [42]. Fu et al. [42] have
investigated the roles of radicals in protein oxidation in advanced human
atherosclerotic plaque and they concluded that reactive products of protein oxidation
have to be considered as possible contributors to atherogenesis.

The effect of reactive species is balanced by the antioxidant action of non-
enzymatic antioxidants, as well as by antioxidant enzymes. Antioxidant defenses are
extremely important as they represent the direct removal of free radicals (pro-
oxidants), providing maximal protection for biological sites [12]. In this study it was
demonstrated that SOD activities were decreased in hypercholesterolemic subjects.
SOD is the first line of cellular defense against oxidative injury which is involved in
the disposal of superoxide anions and hydrogen peroxide. Thus, insufficient
detoxification of these reactive oxygen species by antioxidant enzymes may lead to
an occurrence of imbalance between antioxidant and oxidant systems. Low SOD
activity could also attribute to enzyme inactivation by ROS bringing about damage to
proteins [43]. However, catalase activities were higher in hypercholesterolemic
subjects. Here it is assumed that oxidative stress acts primarily by increasing the
production of O*" and H,0,. Any increased production of catalase is presumed to be
secondary in these cases, reflecting an attempt to partially compensate for the
increased oxidative stress. Interestingly, there is evidence that even this second
method of inducing antioxidant enzymes in response to an oxidative insult can be
protective as a way of developing “tolerance” to a subsequent larger insult [11, 44].

Our study also revealed decreased GSH levels in hypercholesterolemic
subjects. GSH has also been demonstrated to play a role in detoxifying oxygen
radicals and therefore may prevent cellular damage from oxidative stress [13]. The
data reported in the literature have shown that patients under chronic disease states
such as heart disease, arthritis, diabetes, and malignancies have lower plasma levels
of GSH than control subjects, suggesting that GSH has a protective role against such
diseases [45]. Regarding plasma levels of thiols, we observed increased plasma

levels thiols in hypercholesterolemic subjects. According to Wronska-Nofer and
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colleagues [46], thiols concentrations were significantly elevated in in chronic
exposure to carbon disulfide (CS2) and coronary heart disease.

In this study, we have shown increased levels of plasma vitamin E. Although
an increase of plasma vitamin E seems to be inconsistent due to higher profile of
oxidative stress, vitamin E, being a lipid soluble vitamin correlates directly with lipid
and beta-lipoprotein level [47]. The increased vitamin E is presumed to be secondary
to partially compensate for the increased oxidative stress because it can act as a
peroxyl radical scavenger being an important antioxidant. Vitamin E could regulate
smooth muscle cell proliferation and ROS monocyte production by mechanisms
involving protein kinase C (PKC) inhibition, largely dependent on vitamin E isoforms
and stereoisomers [38].

Here we observed significant correlations between total cholesterol, hs-CRP,
and oxidative stress biomarkers. A growing body of evidence supports the concept
that hypercholesterolemia elicits a cascade of proinflammatory reactions that are
known to lead to the production of ROS. The oxidation of lipids and proteins leads to
a progressive increase of hs-CRP levels. Several reports suggest that CRP may play
a direct pathophysiological role in the development and progression of
atherosclerosis [48].

This study also reports an association between hypercholesterolemia and the
genotype VV for MnSOD polymorphism, as well as the enhancement of oxidative
stress represented especially by the increase of TBARS and carbonyl protein levels.
The alanine variant of MnSQOD is thought to have an a-helical mitochondrial-targeting
domain, whereas the valine variant of MnSOD appears to have a B-pleated sheet
conformation [49]. This conformational difference is thought to result in a more
efficient transport of the alanine variant of MnSOD into mitochondria than the valine
variant [50]. The Val variant of the MnSOD may be present in a lower concentration
in mitochondria. If this is the case, then patients with Val/Val homozygosity should
have lower resistance to oxidative stress. The increased production of catalase,
thiols and vitamin E is presumed to be secondary to partially compensate for the
increased oxidative stress. In agreement with our results, several studies have
suggested that MnSOD polymorphism is associated with certain kinds of diseases
induced by oxidative damage including atherosclerosis. Dedoussis et al. [51] showed
higher ox-LDL-cholesterol levels for the middle aged men with the Val/Val genotype,
compared to the other allele (Ala/Ala and Ala/Val) carriers. Recently, Fujimoto et al.
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[52] found an association that alanine variant of signal peptide increases the
mitochondrial MnSOD activity, protects macrophages against the oxLDL-induced
apoptosis, and reduces the risk of acute coronary syndromes and cardiovascular
diseases.

In conclusion, the current study demonstrated an increase of lipid peroxidation
and protein oxidation in hypercholesterolemia, as well as a decrease of some
antioxidant mechanisms. Moreover, we suggest an association between the
genotype VV of MnSOD polymorphism, hypercholesterolemia and oxidative stress
biomarkers. A possible biological explanation for this association could be a chronic
state of superoxide imbalance present in VV carriers, which could affect differential
metabolic pathways triggering a lipid imbalance and an enhancement of oxidative

stress.
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LEGEND TO FIGURE

Figure 1. The values of TBARS (A), carbonyl protein (B), GSH (C), thiols (D), SOD
(E), catalase (F), vitamin C (G), and vitamin E (H) in control and

hypercholesterolemia groups. *P<0.05, **P<0.001.
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Table 1. Baseline characteristics of study subjects.

Control Hypercholesterolemia

n 40 40

Age (years) 48.48 +1.97 49.50 £ 1.97

Sex (male/female) 20/20 19/21

Glucose (mmol/L) 4.56 + 0.060 4.73 £ 0.056*
Total cholesterol (mmol/L) 3.80 £ 0.073 8.23 + 0.29**

LDL cholesterol (mmol/L) 1.98 £ 0.047 5.89 £ 0.31**

HDL cholesterol (mmol/L) 1.31 £ 0.042 1.17 £ 0.058*
Triglycerides (mmol/L) 1.09 £ 0.076 2.55 £ 0.25™
hs-PCR ( mg/L ) 0.18 + 0.01 1.96 + 0.24**

Data are expressed as mean * standard error of the mean (SEM).

*P < 0.05
**P < 0.001
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Table 2. Correlations
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between total cholesterol, hs-CRP and oxidative stress

biomarkers.
TOTAL CHOLESTEROL hs-CRP
r P r P

TBARS 0.6873 < 0.0001 0.4879 < 0.0001
Carbonyl protein 0.2358 0.0352 0.1178 0.2982
GSH -0.6923 < 0.0001 -0.5584 < 0.0001
Thiols 0.5786 < 0.0001 0.5050 < 0.0001
SOD -0.4561 < 0.0001 -0.3448 0.0017
Catalase 0.7377 < 0.0001 0.5268 < 0.0001
Vitamin C -0.0918 0.4181 -0.0292 0.7965
Vitamin E 0.7054 < 0.0001 0.4486 < 0.0001




Table 3. MnSOD polymorphism genotypes and baseline levels of biochemical and oxidative stress parameters of study

subjects.
CONTROL HYPERCHOLESTEROLEMIA

Genotypes AA AV Vv AA AV Vv
n 26 11 3 4 22 14
Glucose (mmol/L) 4.60 £0.08 4.46 £ 0.09 4.64 £0.05 484 £0.16 4.75 £ 0.06 480+0.12
Total cholesterol (mmol/L) 3.79 +0.90 3.79+0.17 3.88+0.27 802+061"  814+0.44"" 8.42 +0.46""
HDL cholesterol (mmol/L) 1.27 +0.05 1.34 +0.09 1.58 +0.17 1.25+0.16 1.12+0.08 1.21 +0.11
LDL cholesterol (mmol/L) 2.00 + 0.64 1.97 £ 0.07 1.88 + 0.21 590 +0.59""  5.85+ 047" 5.95 + 0.49"
Triglycerides (mmol/L) 1.12+0.10 1.05 +0.14 0.92 +0.23 1.92 +0.37 2.54 +0.42" 2.74 +0.317
hs-CRP (mg/L) 0.20 + 0.02 0.14 +0.01 0.15 +0.03 1.58 +0.83" 2.05 +0.33"" 1.92 + 0.44"
TBARS (nmol MDA/mL serum) 622+0.25 855+0.26  9.06+0.03  8.97+0.19" 9.84 +0.30 12.45+0.49 1
Carbonyl protein (nmol/mg protein)  0.84 + 0.04 1.05+0.08  1.33+0.117  0.80 +0.06 0.99 + 0.04 1.28 +0.02"
GSH (umol/mL plasma) 1.07+0.04 1.42+0.05  1.74+0.12°  0.90 +0.07 0.57+0.02° " 0.43+0.03" '
Thiols (umol/mL plasma) 0.84+0.04  1.03+0.04  1.13+0.09 1.09 +0.05' 1.20 +0.017 1.44+0.03" "
SOD (U/mg hemoglobin) 0.79+0.01 059+0.02° 045+0.07  0.71+0.03 0.53+0.03" 0.46 +0.03"
Catalase (U/g hemoglobin) 100.10 +1.34 124.40+3.84 133.60+2.69 142.70 +3.26'" 184.40+7.74" 7" 24520 +4.26" "
Vitamin C (umol/L serum) 31.08+0.62 33.15+0.43 3848+1.82 40.92+203™ 3135+091  27.76+127 '
Vitamin E (umol/L serum) 7.32+0.25 8.73+0.19  10.21+0.22 12.12+0.85" 11.76 +0.15""" 14.44 +0.96'"

Data are expressed as mean * standard error of the mean (SEM). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared to genotype
AA into each group (control and hypercholesterolemia); TP<0.05, T"P<0.01, T""P<0.001 compared to respective genotype

observed in control group.
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5 DISCUSSAO

O estudo aqui descrito teve como principais resultados a associagao significativa
entre os niveis de IMA e hipercolesterolemia e da ocorréncia de maior risco de
hipercolesterolemia em individuos portadores do genétipo VV do polimorifismo Alai6Val
da MnSOD.

A hipercolesterolemia estd associada a varias manifestacbes e disfuncoes
endoteliais, sendo considerado um dos maiores fatores de risco para desencadear a
aterosclerose (KANNEL et al., 1979; ROCHA e LIBBY, 2009). A aterosclerose é uma
patologia caracterizada por inflamacao crbnica da parede vascular, que esta associada
a uma grande produgdo de EROs, ativacdo das células endoteliais e acumulo de
leucécitos na parede arterial (KOTUR-STEVULJEVIC et al., 2007).

Como destacado anteriormente, os resultados do Artigo 1 evidenciaram que a
hipercolesterolemia mostrou associacédo significativa com o aumento do ox-LDL, dos
anti-ox-LDL e de marcadores inflamatérios como a PCR-us. Estas associacgdes,
considerando os trabalhos prévios publicados na literatura ja eram esperadas.
Entretanto, adicionalmente, foi verificada a associagao entre hipercolesterolemia e altos
niveis de IMA. Tal resultado, pelo nosso conhecimento e revisao cientifica realizada até
o momento da publicacdo do estudo, foi o primeiro a ser publicado. A possivel
explicacdo bioldgica relacionada a tal associagdo pode ser considerada atraves de
alguns fatores causais. A hipercolesterolemia poderia aumentar a predisposicao a
aterosclerose e diminuir a reperfusdo do oxigénio. Assim, sujeitos que apresentam
niveis elevados de IMA podem ter uma predisposicdo para o desenvolvimento de
placas de ateroma. Esta possivel explicacdo é corroborada por resultados adicionais
encontrados no nosso estudo, uma vez que foi observada uma correlacdo positiva entre
altos niveis de colesterol e PCR-us, que sao concordantes com os dados encontrados
na literatura (REIFENBERG et al., 2005; PACKARD e LIBBY 2008; POSTADZHIYAN et
al., 2008; MARTIN et al., 2009). Em sujeitos hipercolesterolémicos, a formacao da
placa esta associada a um aumento da inflamacgéao, verificado através dos elevados
niveis de PCR-us, o que podera estar relacionado a um processo isquémico porque foi
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encontrada uma correlacao positiva entre os niveis sorolégicos de colesterol, PCR-us e
IMA.

Os resultados desse estudo também indicaram uma correlagdo positiva entre
IMA e anti-ox-LDL. Pelo nosso conhecimento, esse também foi o primeiro estudo sobre
a associacao entre IMA e anti-ox-LDL. A superproducdo de RL pode produzir uma
modificacdo quimica na estrutura da albumina humana do soro, resultando em um
aumento dos niveis de IMA, que parece ser um biomarcador de estresse oxidativo. A
dosagem de IMA no soro de sujeitos hipercolesterolémicos assintomaticos pode
contribuir na avaliagdo prognostica, pois os seus resultados foram associados com anti-
ox-LDL, sugerindo o envolvimento da IMA com o desenvolvimento de lesbes
aterosclerdticas subclinicas. Elevados niveis de colesterol favorecem o estresse
oxidativo, provocando uma modificacdo do LDL. Em condi¢cées de estresse oxidativo,
ocorre oxidacao dos fosfolipidios da lipoproteina a qual torna-se oxidada (RODRIGUEZ-
PORCEL et al., 2001; MADAMANCHI et al., 2005; ROCHA e LIBBY, 2009).

Os RL desempenham um importante papel na disfuncdao endotelial, a qual é
caracterizada por uma perda da funcao protetora do endotélio, ocorrendo uma
internalizacdo do colesterol e recrutamento de células inflamatoérias para o interior da
parede vascular, iniciando o processo aterosclerético (ARMSTRONG et al., 2006 a;
RIDKER, 2009). O estresse oxidativo pode ser um determinante para o aumento dos
niveis de PCR, promovendo um processo pro-aterosclerético nos estagios iniciais das
doencas cardiacas (RIDKER et al.,, 2000; KASAP et al.,, 2007). Nesse estudo, os
valores de IMA e PCR-us foram significantemente elevados em sujeitos com
hipercolesterolemia.

A IMA esta associada com uma excessiva oxidacao protéica (ABRAMSON et al.,
2005), podendo estar envolvida na patogénese da aterosclerose, especialmente nos
quadros subclinicos. Parece ter uma pequena meia-vida, retornando para os valores
basais em 6-12 horas, como foi demonstrado recentemente em pacientes com angina
pectoris estavel apdés uma rapida isquemia induzida durante a realizacdo de
angioplastia (DUSEK et al., 2006).

O dano das células endoteliais, apds a resposta inflamatéria, tem sido associado
com elevados niveis de IMA (BOGAVAC-STANOJEVIC et al., 2007). Varios estudos
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demostraram que a isquemia, seguida pela reperfusdo estimula uma cascata de
reacdes pro-inflamatérias que sado conhecidas por conduzir a producao de EROs
(VASSALLE et al.,, 2008; AMIN e ABD EL-TWAB, 2009). O aumento do estresse
oxidativo associado a hipercolesterolemia induz altos niveis de ox-LDL, os quais estédo
ligados com a resposta inflamatéria nas vénulas (STOKES et al., 2002). A modificacao
oxidativa do LDL leva a formacao de epitopos imunogénicos na molécula de LDL, os
que estimulam a formacéo de anticorpos contra ox-LDL, detectados no soro. Anticorpos
anti ox-LDL presentes nas lesdes ateroscleréticas demonstram bloquear a fagocitose
do ox-LDL pelos macréfagos, sugerindo um possivel papel na prevencédo da formacao
de CE (SHAW et al., 2001; TINAHONES et al., 2005; PENGO et al., 2008).

Uma correlacdo negativa entre HDL e PCR-us foi encontrada nesse estudo,
estando também de acordo com dados obtidos por Wadham et al. (2004). Varios
estudos relataram que o HDL inibe a liberacédo de citocinas e a expressao de moléculas
de adesdo nas células endoteliais. Esses relatos sugerem uma potente capacidade
antiinflamatéria do HDL, o qual pode ser considerado como agente protetor, inibindo a
aterogénese (MINEO et al., 2006). O HDL pode exercer um efeito protetor através da
inibicdo da modificacdo oxidativa do LDL, o qual tem um papel central na iniciacéo e
progressao da aterosclerose. Varios trabalhos sugerem que o HDL pode agir como um
antioxidante, devido a atividade das proteinas que se encontram associada a ele, como
€ 0 caso da paraoxonase (DEAKIN et al., 2007; JUREK et al.,, 2008, SCHWARTZ,
2009).

A hipercolesterolemia provoca uma disfungcdo endotelial devido a excessiva
producédo de EROs, incluindo o aumento na geracédo de superoxidos (MINOR et al.,
1990; HUANG et al., 2008). O superéxido (O2) € um potente radical livre, e contribui
para o desenvolvimento da aterosclerose por inibir o efeito vasodilatador do 6xido
nitrico (THOMAS et al., 2008; MULLER e MORAWIETZ, 2009).

A excessiva producdao de anion superdoxido e seus derivados estimulam a
mitogénese celular, promovendo mutagcéo génica especialmente da enzima superoxido
dismutase dependente de manganés (MnSOD), (MATTES, 2000; FORTUNATO e DI
TARANTO, 2007; DEDOUSSIS et al., 2008).
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Com base neste contexto, o estudo realizado no Manuscrito 1, verificou uma
associagao positiva entre a hipercolesterolemia e o polimorfismo genético da AlaiéVal
MnSOD, onde foi observado uma menor freqiiéncia dos gendtipos AA no grupo
hipercolesterolémico quando comparado com os outros gendétipos. Em estudos prévios
realizados por nosso grupo, foi verificado que a populacdo em geral apresenta como
gendtipo mais freqiente o AA, correspondento a 14,5%, em recém-nascidos foi
encontrado 18,5 % e em adultos e idosos 25-29% (TAUFER et al., 2005). Em recente
investigacao, foi encontrada uma associacao entre o polimorfismo genético da Alai6Val
MnSOD e obesidade, onde foi constatado que a frequéncia do gendtipo AA esta
reduzida em torno de 10% em sujeitos obesos quando comparados com sujeitos do
grupo controle (MONTANO et al., 2009).

Relatos na literatura sugerem que o polimorfirsmo da Alai6Val pode estar
associado com o desenvolvimento do DM2 em japoneses-americanos. Os autores
acreditam que esta associacao pode ser devido a ineficiente dismutacdo das EROs
pelo alelo V, o que pode conduzir para uma maior suscetibilidade a intolerancia a
glicose (NAKANISHI et al., 2008). Recentes investigacées confirmam que o gendtipo
AA+AV da Alai6Val MnSOD €& um independente fator protetor contra o
desenvolvimento da nefropatia diabética em pacientes Chineses (LIU et al., 2009).

Considerando os resultados anteriormente publicados e apresentados aqui, o
estudo realizado sugere que este polimorfismo tem alguma influéncia no metabolismo
oxidativo, estando relacionado a desordens enddcrinas como obesidade e
hipercolesterolemia. A fundamentacgéao fisiopatolégica desse polimorfismo esta baseada
na observacado das condicdes patoldgicas que predispdéem a eventos cardiovasculares,
como hipertensao, hipercolesterolemia e diabetes, que se associam com o0 estresse
oxidativo. Essa observacdo e outros dados obtidos em investigacées adicionais
evidenciam que o aumento do estresse oxidaivo esta decisivamente implicado na
patogénese da disfungdo endotelial e, consequentemente, da aterosclerose
(WASSMANN et al., 2004).

No Manuscrito 1, ndo foi verificado uma associacdo positiva ente os niveis
sorolégicos do ox-LDL, anti-ox-LDL, PCR-us e o polimorfismo da Alai6Val MnSOD. Os

mais altos niveis desses biomarcadores podem estar somente relacionados a
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hipercolesterolemia propriamente dita (DUARTE et al., 2007), ndo sendo influenciados
pelo polimorfismo da MnSOD. Entretanto, esses resultados podem ser diferentes, na
condicao de estresse fisioldgico. Este foi o caso do estudo conduzido por Isbir et al.
(2008), onde pesquisaram o possivel efeito do polimorfismo da Ala16Val MnSOD na
producao de IL-6 e nos niveis enzimaticos de MnSOD em 42 pacientes que realizaram
cirurgia cardiaca e cardiopulmonar. Os autores encontraram niveis semelhantes de IL-6
na avaliagdo pré-operatéria, porém niveis de IL-6 no pds-operatdério foram
significantemente elevados em todos o0s pacientes e mais significativos nos que
apresentavam o alelo V (AV+VV). Estes dados sugerem que o polimorfismo da
AlaiéVal MnSOD tem um papel importante na liberagdo de citocinas.

Outra investigacao interessante verificou a associacao entre o polimorfismo da
MnSOD e as células sanguineas, sendo realizada em 498 pacientes com DC e 627
sujeitos saudaveis. Os resultados indicaram que o alelo A, aumenta a atividade
enzimatica da MnSOD mitocondrial, protegendo os macréfagos contra a apoptose
induzida pelo ox-LDL e reduz os riscos de DC e IAM (FUJIMOTO et al., 2008).

Os resultados do Manuscrito 1 também demonstraram que o0s niveis de
colesterol HDL foram menores em sujeitos hipercolesterolémicos que apresentavam o
alelo V (AV+VV), quando comparados com o0s hipercolesterolémicos AA e com o0s
sujeitos saudaveis AA, AV e VV. Os niveis de HDL s&o inversamente proporcionais com
a ocorréncia de eventos cardiovasculares e parecem exercer um importante papel na
protecao vascular (BARTER et al., 2007; AMIN e ABD EL-TWAB, 2009). Sujeitos com
elevados niveis plasmaticos de HDL s&do menos suscetiveis as DC (SPIEKER et al.,
2002). Por outro lado, a reducdo nos niveis de HDL é um fator predisponente a
aumentar a incidéncia de DC, como o IAM e acidente vascular cerebral (AVC) (BURING
et al., 2002; FREITAS et al., 2009).

Entre os mecanismos pelos quais o HDL exerce um efeito protetor, pode-se
incluir a sua acgao de facilitar o transporte reverso do colesterol, levando o colesterol ao
figado para ser excretado, impedindo que 0 mesmo penetre na vasculatura. Além disso,
o HDL exerce efeito vasoprotetor, ao estimular a expressao das células progenitoras
endoteliais, que sao derivadas da medula éssea (PETOUMENOS et al., 2009). O HDL

reduz o estresse oxidativo na parede vascular, contribuindo como um fator anti-
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aterogénico. Contudo, estudos complementares, que venham a verificar variaveis
intervenientes possiveis (inclusive dieta e atividade fisica), devem ser realizados para
evidenciar a relagao entre niveis de HDL e o polimorfismo da Alai6Val MnSOD.

No Manuscrito 2, evidenciou-se um aumento do estresse oxidativo em sujeitos
hipercolesterolémicos, especialmente nos que apresentavam o genoétipo VV para o
polimorfismo da Alai6Val MnSOD. Esse é o primeiro estudo avaliando o estresse
oxidativo e sua associacao com o polimorfismo da Ala16Val superéxido dismutase.

Existe um consenso de que a hipercolesterolemia e a aterosclerose representam
um estado de estresse oxidativo aumentado caracterizado por uma oxidagao de lipidios
e de proteinas na parede vascular (SKILTON et al., 2007). A lipoperoxidacao pode
interromper a organizacdo da membrana e causar modificagdes em sua fluidez e
permeabilidade. Por conseguinte, prejudicando a atividade das enzimas ligadas a
membrana, o transporte e a funcédo do sistema de segundo mensageiro (VALKO et al.,
2007, ZEDAK et al., 2009). Além disso, tem sido demonstrado que a lipoperoxidacédo
tem um importante papel nas respostas inflamatorias crénicas como na aterosclerose
(SERDAR et al., 2006; VASSALLE et al., 2008).

No Manuscrito 2, alguns indicadores de estresse oxidativo estavam elevados
nos sujeitos hipercolesterolémicos, incluindo os niveis de TBARS. Esses achados estédo
associados ao dano das estruturas lipidicas pelos RL. Nesse estudo, nés verificamos
uma correlagao positiva entre os niveis de CT e TBARS. Esses resultados estdo de
acordo com recentes estudos, que mostraram uma associagao entre a peroxidacao
lipidica com altos niveis soroldgicos de lipidios (DUARTE et al., 2007; YANG et al.,
2008). TBARS tem sido associado como um preditor de eventos cardiovasculares em
pacientes com doencas cardiacas estabelecidas, independente dos tradicionais fatores
de risco e de marcadores inflamatérios (WALTER et al., 2004).

As proteinas constituem os principais componentes das células vivas, e uma
pequena modificacdo na sua estrutura promove importante alteragdo nas suas fungdes.
Os principais alvos para ataque das EROs sao os lipidios e as proteinas. A formacao da
proteina carbonil parece ser um fenbmeno comum durante a oxidacao proteica, e a sua
quantificacdo pode ser usada para medir a extensao do dano oxidativo (DALLE-DONNE
et al., 2003). Os resultados do presente estudo indicam um aumento da proteina
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carbonil no plasma dos sujeitos hipercolesterolémicos. Nossos resultados estdo de
acordo com estudos preévios realizados Fu et al. (1998), os quais investigaram o papel
dos radicais na oxidacao das proteinas nas placas ateroscleroticas, e eles concluiram
que os produtos reativos provenientes da oxidacdo protéica sdo possiveis
contribuidores da aterogénese vascular.

O efeito da espécie reativa € equilibrado pela acao de antioxidantes enzimaticos
e nao enzimaticos. A defesa dos antioxidantes é extremamente importante, uma vez
que estes promovem a remocao direta dos RL e fornecem protecdo maxima nos sitios
biolégicos (ZEDAK et al., 2009). Em nosso estudo, foi demonstrado que a atividade da
SOD estava diminuida nos sujeitos hipercolesterolémicos. A SOD constitui a primeira
linha de defesa celular contra os danos provocados pelo anion superdoxido e pelo
peréxido de hidrogénio. A insuficiente detoxicacdo dessas espécies reativas pelas
enzimas antioxidantes pode conduzir a um desequilibiro entre a formacédo de EROs e
0s sistemas antioxidantes. A baixa atividade da SOD pode ser também atribuida a
inativacao da enzima devido a oxidacao protéica provocada pelas EROs (NELSON. et
al., 2006). Entretanto, a atividade da catalase estava aumentada em sujeitos
hipercolesterolémicos e essa constatacdo pode ser explicada porque durante o
estresse oxidativo h4 um aumento primario do O* e H,0,. Supde-se que qualquer
atvidade aumentada de catalase € secundaria nesses casos, refletindo uma tentativa de
compensar parcialmente o aumento do estresse oxidativo. Existem evidéncias de que
esta segunda alternativa de induzir a producao de enzimas antioxidantes em resposta a
um insulto oxidativo pode ser protetor como um modo de desenvolver um mecanismo
de tolerancia induzida a um maior insulto subseqiiente (REPINE, 1991; MATES et al.,
1999; VALKO et al., 2007).

O GSH desempenha um importante papel na detoxicacao de EROs e, portanto,
pode prevenir dano celular provocado pelo estresse oxidativo (XU et al., 2008). Varios
dados reportam, na literatura, que individuos portadores de doencgas crénicas, como as
doencas cardiacas, artrite, diabetes e neoplasias, apresentam niveis plasmaticos de
GSH menores que os controles, sugerindo o papel protetor do GSH contra muitas
patologias (SHIMIZU et al., 2004). Nosso estudo também revelou uma elevagao nos

niveis de tidis em sujeitos hipercolesterolémicos. Segundo Wronska-Nofer e
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colaboradores (2007), as concentragdes de tidis estdo elevadas em sujeitos expostos
cronicamente ao dissulfeto de carbono (CS2) e com doencgas coronarias.

Dados encontrados no Manuscrito 2 mostraram um aumento nos niveis
sorolégicos da Vit E. Esses achados confirmam que a Vit E atua como um neutralizador
do radical peroxil, sendo um importante antioxidante nos casos de hipercolesterolemia.
A Vit E pode regular a proliferacdo das células musculares lisas e dos mondcitos
provocados pelas EROs, por mecanismos que envolvem a inibicdo da proteina quinase
C (PKC), basicamente dependente da Vit E e de suas isoformas e esterecisbmeros
(SERDAR et al., 2006). Nossos resultados sado consistentes com as observacdes de
Hasty et al. (2007), em que a Vit E tem sido demonstrada como sendo anti-aterogénica.

Com base nos resultados obtidos no Artigo 1 e no Manuscrito 2, sugere-se
uma significante correlagcao entre colesterol total, PCR-us e biomarcadores do estresse
oxidativo. Varias evidéncias apdiam o conceito de que a hipercolesterolemia ativa uma
cascata de reacdes proinflamatorias que sdo conhecidas por levar a producédo de
EROs. A oxidacao de lipidios e proteinas provoca um aumento progressivo dos niveis
de PCR-us. Varios relatos sugerem que a PCR desempenha um papel direto na
fisiopatologia, desenvolvimento e progressao da aterosclerose (DOHI et al., 2007)

Os resultados dos Manuscritos 1 e 2 demonstram uma associacdo entre a
hipercolesterolemia e o gendtipo VV para o polimorfismo da MnSOD, bem como o
aumento de estresse oxidativo, representado especialmente pelo aumento dos niveis
de proteina carbonil e TBARS. O alelo Ala/Ala apresenta uma estrutura protéica do tipo
a-hélice, que permite o seu eficiente transporte do citosol para a mitocondria. A valina
variante (Ala/Val ou Val/Val) parece apresentar uma estrutura B-hélice pregueada,
dificultando assim o seu transporte para o espaco mitocondrial e, desta forma,
reduzindo a sua atividade antioxidante (BOHNI et al., 1983; SHIMODA-
MATSUBAYASHI et al., 1996; ROSENBLUM et al., 1996).

A variante Val da MnSOD pode estar presente em uma concentracdo mais baixa
na mitocondria e, logo, os pacientes homozigotos Val/Val possuem uma baixa
resisténcia ao estresse oxidativo. Supde-se, entdo, que a producdo aumentada de
catalase, tidis e Vit E seria uma forma secundaria para compensar parcialmente o

aumento do estresse oxidativo. Corroborando com nossos resultados, varios estudos
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sugeriram que o polimorfismo da MnSOD esta associado com doengas induzidas pelo
dano oxidativo, inclusive a aterosclerose. Dedoussis e colaboradores (2008)
encontraram elevados niveis de ox-LDL em homens de média idade que apresentavam
o0 genoétipo Val/Val, quando comparados com os outros alelos (Ala/Ala e Ala/Val).
Recentemente, Fujimoto et al. (2008) encontraram que a variante alanina aumenta a
atividade da MnSOD mitocondrial, protegendo os macréfagos contra a apoptose
induzida pelo ox-LDL e reduzindo o risco de sindromes coronarianas agudas e DC.
Montano et al. (2009) encontraram uma maior frequéncia do genétipo VV em individuos
obesos.

A andlise desses 3 trabalhos, aqui mencionados, permite entender um pouco
mais sobre o efeito da hipercolesterolemia e os mecanismos envolvidos na formagéao de
aterosclerose. Os resultados sugerem que elevados niveis de colesterol promovem um
aumento do estresse oxidativo, o qual compromete a integridade vascular. A
vasculatura é danificada pelo influxo de LDL que se oxida e desencadeia uma cascata
inflamatéria representada pela formacao de anti-ox-LDL e niveis elevados de PCR-us. A
superproducdo de RL faz com que a albumina, uma importante proteina plasmatica,
possa sofrer uma modificacdo quimica na sua estrutura, resultando em um aumento da
IMA, que parece ser um biomarcador do estresse oxidativo.

E importante salientar que o estresse oxidativo esta associado ao polimorfismo
da Ala16Val MnSOD, especialmente nos sujeitos que apresentam homozigose para o
genotipo VV, o que pode acarretar uma reducdo na atividade da SOD. O desequilibrio
entre a geracdo de EROs e as defesas antioxidantes promovem modificacdes
biomoleculares as quais modificam a atividade enziméatica, provocando mutacdes
génicas, comprometendo a fisiologia celular e contribuindo progressivamente para o

desencadeamento de patologias promotoras de morbidade e/ou mortalidade.



6 CONCLUSAO

A hipercolesterolemia esta associada a um aumento dos biomarcadores
inflamatoérios e estresse oxidativo, que podera induzir a formacao de radiciais
livres reduzindo a capacidade da albumina em se ligar ao cobalto durante a

isquemia, resultando em um aumento dos niveis de IMA.

Existe uma associacao significativa entre IMA e PCR-us. Esses dados sugerem
um possivel papel da IMA como um marcador de desenvolvimento de placa de

ateroma.

A hipercolesterolemia esta associada a expressao do gendtipo VV.

Sujeitos normolipémicos e colesterolémicos com genétipo VV apresentam
reducao nos niveis plasmaticos de HDL.

Na hipercolesterolemia, ocorre um aumento na oxidacao de lipidios e proteinas e
a reducao de alguns antioxidantes como reducédo da atividade enzimatica da
SOD.

Sugere-se uma associacdo entre o genotipo VV da MnSOD com a
hipercolesterolemia e o 0os biomarcadores do estresse oxidativo. Uma explicacéo
bioldgica possivel para essa associagcdao pode ser um desequilibrio entre a
formacao de superdxidos e a deficiente detoxicacdo por parte da SOD, nos

sujeitos hipercolesterolémicos que apresentam o genétipo VV.



7 PERSPECTIVAS

1.

Avaliar as apolipoproteinas A (apoA) e B (apoB), Lp A, 6xido nitrico (NO),
paraoxonase (PON1), além dos biomarcadores da coagulabilidade sanguinea.

Avaliar as moléculas de adesao vascular molécula de adesao intercelular-1
(ICAM-1) e molecula de adesdo da célula vascular-1 (VCAM-1), selectinas,
integrinas e as citocinas inflamatérias como interferon-y (IFN-y-), fator de necrose

tumoral (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), interleucina-2 (IL-2) e interleucina-6 (IL-6).

Estudar os possiveis polimorfismos das enzimas antioxidantes como a CAT e
GSHPx.
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