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palavras-chave

resumo

Resposta imune, perfil lipido, enfarte agudo do miocardio, citometria de fluxo,
espetometria de massa.

O enfarto agudo do miocardio (EAM) é uma das principais causas de
mortalidade a nivel mundial. O EAM esta associado a uma resposta
inflamatéria e alteragbes no metabolismo dos lipidos. Diversos estudos
sugerem que as espécies reativas de oxigénio (ROS) podem desempenhar um
papel importante na patogénese do EAM, uma vez que, os lipidos sdo um dos
principais alvos de ROS, e sabe-se que os lipidos oxidados tém um papel ativo
na ativagdo do processo inflamatério pelo que pode implicar o
desenvolvimento do EAM. Por outro lado a oxidacdo lipidica pode estar
associada a uma alteracao do perfil lipidico, dado que as moléculas derivadas
podem ser degradadas por agdo de fosfolipases e assim alterar a
proporcionalidade entre as diferentes classes. O objetivo deste estudo é
avaliar as variacoes do perfil de lipidios em 12 pacientes ap6s o enfarto agudo
do miocardio (M1) e 1 més apéds o episédio (M2) e em 12 individuos saudaveis
(CTR). Neste trabalho foi também realizado o estudo imunofenotipica e
funcional de mondcitos e células dendriticas em sangues dos mesmo doentes
e os resultados, comparados com os de pacientes controlos saudaveis.

A avaliagao do perfil lipidico de extrato lipidico do soro de pacientes e controlo
foi realizado por HPLC-ESI-MS e MS/MS, permitindo a identificacdo da
estrutura detalhada de triglicéridos e fosfolipidos. A comparagdo dos dados
obtidos permitiu observar diferencas no perfil lipidico do soro de doentes apds
enfarte agudo do miocardio e os CTR. As diferengcas mais importantes no
momento M1, quando comparados com M2 e CTR, foram: diminuicdo da
quantidade de lisofosfatidiletanolaminas (LPE), lisofosfatidilcolina (LPC) e
fosfatidilcolinas (PC), um aumento na quantidade de esfingomielinas (SM).
Lisofosfolipidos e fosfolipifos oxidados sé&o sinal de inflamagéo, verificando em
aumento destes no grupo de enfartados comparando com o grupo de
individuos.

As observagdes mais importantes no momento do M1, quando comparados
com M2 e CTR, foram: a frequéncia mais elevada de TNF-a produzida por
mondécitos, células dendriticas mieldides, e CD14"°“CD16%; a frequéncia mais
baixa de IL-6 produzida por mondcitos mas maior frequéncia de IL-6 produzida
pelas células dendriticas mieldides, e CD14"°"CD16"; uma diminuicdo na
qguantidade de CD36 produzido por mondécitos, células dendriticas mieldides, e
CD14™"CD16".

Os nossos dados demonstram que o EAM induz uma mudanga significativa na
homeostasia do sistema imune e no perfil de lipidos.
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The acute myocardial infarction (AMI) is a major cause of mortality worldwide.
The AMI is associated with an inflammatory response and alterations in lipid
metabolism. Several studies suggest that reactive oxygen species (ROS) may
play an important role in the pathogenesis of AMI, since lipids are a major
target of ROS, and it is known that oxidized lipids have an active role in the
activation inflammatory process that may involve the development of AMI.
Moreover lipid oxidation may be associated with changes in lipid profile, since
the molecules derived can be degraded by the action of phospholipases and
thus changing the proportion between the different classes. The objective of
this study is to evaluate changes in lipid profile in 10 patients after acute
myocardial infarction (M1) and 1 month after the episode (M2) and in 10
healthy subjects (CTR). In this study was also performed phenotypical and
functional study of monocytes and dendritic cells in periferal blood of the same
patients and the results compared with healthy controls from patients.
The evaluation of lipid extract lipid from the sera of patients and controls was
performed by HPLC-ESI-MS and MS / MS, allowing the identification of the
detailed structure of triglycerides and phospholipids. A comparison of data
obtained allowed us to observe differences in serum lipid profile of patients
after acute myocardial infarction and CTR. The most important differences in
M1, M2 and compared with CTR were: decreased amount of
lisofosfatidiletanolaminas  (LPE), lysophosphatidylcholine  (LPC) and
phosphatidylcholines (PC), an increase in the amount of sphingomyelins (SM).
Lysophospholipids and oxidized fosfolipifos are signs of inflammation, in
checking increase of the myocardial infarction group compared with the group
of individuals.

The most important observations at time of M1 when compared with CTR and
M2 were: a higher frequency of TNF-a produced by monocytes, myeloid
dendritic cells, and CD14™°*CD16"; the lowest frequency of IL-6 produced by
monocytes but higher frequency of IL-6 produced by myeloid dendritic cells,
and CD14™°“CD16"; decrease in the amount of CD36 produced by monocytes,
myeloid dendritic cells, and CD14"°"CD16".

Our data demonstrate that AMI induces a significant change in the homeostasis
of the immune system and on lipid profile.
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1 LIPIDOMICA

Lipiddmica é o campo emergente que se foca na analise de lipidos e dos fatores que interagem
com estes [1], por apresentarem uma variedade de fun¢des bioldgicas, tais como a formacgao
de membranas celulares, o armazenamento de energia e a sinalizagdo celular, é de esperar
que os lipidos reflitam parcialmente o estado metabdlico do organismo na presenga ou
auséncia de patologias [2, 3]. Mais ainda, muitos estudos tém demonstrado que disturbios
metabdlicos de lipidos podem levar a varias doengas humanas, como os diabetes, obesidade,
arteriosclerose, doengas cardiacas ou lesGes cerebrais. Por isto mesmo, a analise destes
compostos em amostras bioldgicas tem assumido uma relevante importancia na compreensao

de disturbios metabdlicos e em diversas patologias [2, 3].

Recentemente, muitos estudos tém demonstrado que a abordagem lipidémica é essencial na
determinagdo de novas espécies lipidicas que servem como potenciais biomarcadores de
muitas doencas [2]. Para além das aplicacGes em doengas humanas, a estratégia da lipidémica
direcionada para a descoberta de biomarcadores tem sido também utilizada para a promocao
da saude e prevencdo de doencgas [2]. A andlise de lipidos através de amostras bioldgicas
(tecidos, células, fluidos celulares, entre outros) permite uma melhor compreensdo do
metabolismo destes compostos, a percecdo de alteragGes de respostas a diferentes estimulos

ou situagdes, bem como as suas fun¢des nos sistemas bioldgicos.

1.1 Lipidos

Os lipidos compreendem um grupo heterogéneo de compostos organicos, definidos por serem
insoliveis em agua e sollveis em solventes ndo polares, tais como o cloroférmio. Os lipidos
podem incluir uma das principais classes dos constituintes da célula, como é o caso dos
fosfolipidos [4]. Como podemos observar na figura 1, consoante a sua polaridade e estrutura,
os lipidos encontram-se divididos em dois grupos: polares (glicerofosfolipidos e esfingolipidos)
e ndo-polares (colesterol e triglicerideos). Os principais lipidios no plasma humano, um dos
principais fluidos corporais que permite estudar os lipidos em organismos, sdo o colesterol,
ésteres de colesterol, triglicerideos (TAG), fosfolipidios e os acidos gordos ndo esterificados.
Como sdo insolUveis em dagua, estes compostos encontram-se no plasma associados a

proteinas, formando as lipoproteinas.
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Fosfolipidos PE, PI, PC,PS
Lipidos Polares
Esfingolipidos SM
Lipidos
Lipidos nao . L
Glicerolipidos TAG
polares

Figura 1. Esquema da classificagcdo das diferentes classes lipidos. PE- fosfatidiletanolaminas; Pl-fosfatitilinositol;
PC-fosfatidilcolina; PS-fosfatidilserina SM-esfingomielina TAG-triglicerideos [5]

Algumas diferencas importantes nos lipidos sdo determinadas através da composi¢do do acido
gordo, os quais incluem acidos gordos insaturados (sem duplas ligacbes entre os carbonos),

saturados (apresentam duplas liga¢des) [4].

1.1.1 Lipoproteinas

As lipoproteinas sdo particulas que transportam lipidios (insoliveis em agua), no plasma que
no seu todo sdo sollveis em agua, devido a natureza hidrdfila da parte proteica [4]. Estas
proteinas sdao particulas complexas constituidas por um nucleo de lipidos neutros (triglicéridos
e/ou ésteres de colesterol), nicleo esse rodeado por uma monocamada de lipidos anfipaticos
(fosfolipideos e colesterol ndo esterificado), onde se encontra também uma proteina,

apoproteina [4].

As principais lipoproteinas sdo geralmente classificadas em termos da densidade: lipoproteinas
de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e lipoproteinas de
alta densidade (HDL) [4], [6]. As primeiras sdo compostas por aproximadamente 60% de TAG,
12% de colesterol, 10% de proteina e 18% de fosfolipidos, sendo responsaveis pelo transporte
de TAG. J4 as LDL sdo um produto catabdlico de VLDL e sdo normalmente o transportador
principal de colesterol no plasma, sendo compostas por 50% de colesterol, 25% de proteinas,
20% de fosfolipidos e 5% de TAG. Por sua vez, as HDL s3o as lipoproteinas mais densas devido
ao seu elevado teor em proteinas, apresentando uma composi¢cdo de aproximadamente 50%
de proteinas, 0 20% de colesterol, e 25% de fosfolipidos [4] [6]. A abundancia relativa de TAG e
ésteres de colesterol nas lipoproteinas pode afetar as propriedades fisicas e metabdlicas do

organismo.
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1.1.2 Fosfolipidos

Para além da presenca em todos os organismos (desde arcobacter a plantas e animais) e da
importancia na compartimentacao do citoplasma, no armazenamento de proteinas envolvidas
na sinalizacao celular, na adesao intracelular, no suporte e precursores de mediadores
biologicamente ativos, os fosfolipidos, sdo o principal constituinte da membrana celular, sendo
os glicerofosfolipidos o grupo mais comum. Estes assumem um papel relevante no
armazenamento de energia, estrutura e sinalizacdo celular, proliferacdo e sdao considerados
como potenciais biomarcadores de vérias doencas. Os fosfolipidos sdo compostos pelos acidos
gordos, o grupo fosfato ligados a uma molécula de glicerol. O grupo fosfato, pode ainda ligar-
se a uma molécula por ligacGes éster, formando o grupo da cabeca [7]. Para além de muito
abundantes nas células, os glicerofosfolipidos sdo um grupo muito diverso, uma vez que
abrangem muitas combinagdes de acidos gordos, variando de acordo com o seu comprimento,
grau de insaturacdo das cadeias acil e variando também a composicdao do grupo de cabeca
polar [8]. A composicdo deste Ultimo grupo é importante para dividir os glicerofosfolipidos em
diferentes classes, incluindo fosfatidilcolinas (PC), fosfatidiletanolaminas (PE), fosfatidilserinas
(PS) e fosfatidilinositol (PI) entre outros [9]. Cada classe de fosfolipidios consiste numa
combinacdo diferente de acidos gordos, que podem variar no comprimento da cadeia e na
posicdo sn-1 (R1) e sn-2 (R2) ligados ao glicerol [9]. O segundo maior conjunto dos lipidos
polares sdo os esfingolipidos. Estes contém a esfingosina como cadeia principal, sendo esta a
caracteristica comum deste grupo de lipidos. Este grupo também pode ter diferente

composicao em acidos gordos, tal como acontece nos glicerofosfolipidos.

Quando ocorre um desequilibrio nos sistemas bioldgicos, os lipidos podem sofrer
modificagdes, nomeadamente por reagdes de oxidacdo, levando a perda ou alteracdo da

funcdo e por sua vez, comprometer a viabilidade celular.

A espectrometria de massa tém sido amplamente utilizadas para estudar a distribui¢cdo destas
diferentes espécies de lipidios em sistemas bioldgicos e correlacionar as mudancgas na resposta

bioldgica [9].

1.1.3 Stresse oxidativo e peroxidacao lipidica

O oxigénio é considerado o principal fornecedor de espécies reativas, em que, durante o
metabolismo aerdbico mais de 95% do oxigénio consumido decorre da produc¢do de energia
nas mitocondrias. O restante, ndo sendo completamente reduzido a 4gua, produz espécies

reativas de oxigénio numa sequéncia de rea¢des de oxida¢do-redugao.
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A primeira reducdo do oxigénio molecular leva a formacdo do radical superdxido, composto
este que logo apds a sua formacdo pode desencadear outras reacées, formando os radicais
hidroxilo, podendo reagir também com o éxido nitrico (NO), formando peroxinitrito sdo um
potente radical livre. A adicdo do segundo eletrdo e de dois iGes de hidrogénio aos anides
superéxido resulta no perdxido de hidrogénio. Este pode, através da reacdo de Fenton,
originar o radical hidroxilo (H,0, + Fe?/Cu’> OH. + OH + Fe™/Cu™) (figura 2). Este dltimo, a
adicdo do quarto eletrdao produz agua, havendo ainda a reagdo do anido superdxido com o
perdxido de hidrogénio formando radical hidroxilo e oxigénio molecular pela reagdo de Haber-

Weiss [10].

e e e
O, ;' 0, %_. H,0, %—’ H,O + HO* ; » H,0
+ H*

2H* H

Figura 2. Esquema da reducdo (4 eletrdes) da molécula de oxigénio a agua.

Em alguns processos bioldgicos as espécies reativas de oxigénio (ROS) exercem um importante
papel, estando envolvidas em vias de sinalizagao intracelular como por exemplo, para a
diferenciacdo celular e apoptose, na imunidade e na defesa contra micro-organismos. No
entanto, quando ocorre um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, em favor dos
oxidantes, ocorre stresse oxidativo. Nesta situacdo, as espécies reativas podem interagir com
componentes celulares incluindo acidos nucleicos, proteinas e lipideos causando danos

moleculares [11].

A reacdo de radicais livres com acidos gordos poli-insaturados, presentes nos lipidos das
membranas celulares e nas lipoproteinas, inicia um processo em cadeia conhecido como
peroxidacgao lipidica ou lipoperoxidagao, que pode ser avaliado e utilizado como um indicador
do stresse oxidativo celular, e muitas vezes associados ao desenvolvimento de diversos

processos patoldgicos.

O processo de peroxidacdo lipidica inicia-se quando ROS abstraem um atomo de hidrogénio
das cadeias de acidos gordos polinsaturados (LH) presentes nas membranas ou de particulas
de lipoproteinas, formando o radical lipidico (L.). Este, por sua vez, reage com oxigénio
produzindo radical peroxil (LOO.), o qual na presenca de um outro lipido (LH) ou outro doador
de eletrdes, forma hidroperdxido lipidico (LOOH) e um outro radical lipidico (L). O radical
lipidico (L.) é reativo e pode iniciar a formagdao de novos radicais livres e assim, continuar a

cascata de reagoes. E o hidroperdxido lipidico pode sofrer degradagao catalisada por metais de
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transicdo e produzir ainda mais radicais reativos, como o radical peroxil (LOO.) ou o radical

alcoxil (LO.) que irdo continuar a reagao (figura 3).

/\m/\m/\m/ﬁcidn gordo poliinsatirado (LH)

- Hes

/\ — /\ — /\ - / Radical lipidico (Le)

Rearranjo molecular

Dienos conjugados

O Incorporagao de oxigénio

Radical peroxil (LOO*)

He de outro acido gordo
(LH)

« 0—0
f—

- Hidroperoxido lipidico {LOOH)

I—0—0

Figura 3. Esquema da reagdo em cadeia da peroxidagdo lipidica.

Uma vez que a membrana celular é permedvel ao peréxido de hidrogénio (H,0,), este pode

induzir danos oxidativo de biomoléculas longe do seu local de formacgao [10].

A oxidacdo de acidos gordos polinsaturados dos fosfolipidios, principalmente, na posi¢do sn-2
da molécula do glicerol, tem sido uma das altera¢des estruturais das lipoproteinas associadas
ao desenvolvimento de propriedades prd-aterogénicas destas particulas. A oxidacdo dos
fosfolipidios pode originar lisofosfolipidoss como a lisofosfatidilcolina (LPC) e o 4cido
lisofosfatico (LPA), devido a quebra da ligacdo éster da posicdo sn-2, ou produtos mais

complexos [12].

A oxidacdo dos fosfolipidos pode originar numerosos produtos de oxidacdo, e é sabido que
diferentes espécies oxidadas podem ter diferentes fungdes nos sistemas bioldgicos. Os
produtos derivados da oxidagdo de acidos gordos insaturados e do colesterol podem ser
importantes para a avaliacdo da lipoperoxidacdo que ocorre em tecidos, fluidos bioldgicos e

lipoproteinas. Dentre estes produtos, os mais estudados sdo: isoprostanos, hidroperdxidos
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lipidicos, aldeidos, fosfolipidos oxidados e produtos produzidos durante os processos

bioquimicos de oxida¢do do colesterol [13].

O processo de peroxidacdo lipidica tem atraido muitas atenc¢des, devido as crescentes
evidéncias do seu envolvimento em varios processos inflamatdrios, em pacientes com
diabetes, tumores, doencgas do figado e pulmao, doenga Parkinson, doengas de Alzheimer e

aterosclerose e por consequente, a enfarte agudo do miocardio [14].

Os fosfolipidos estdo relacionados com a resposta inflamatdria, no entanto, os mecanismos
como fosfolipidos oxidados (OxPL) induzem uma resposta inflamatdéria permanecem ainda por
compreender. Visto que OxPL sdo estruturalmente semelhantes a alguns componentes de
bactérias, é possivel que esses lipidios modificados sejam reconhecidos pelas células como
“sinais de perigo" o que leva a uma resposta do sistema inume, iniciando-se reacdes

inflamatérias.

Inicialmente, pensava-se que a formacdo de OxPL sé tinha efeito prejudicial, pois foi
demonstrado que esses produtos téxicos levavam a uma propagacao da inflamacdo e de dano
nos tecidos. Recentemente, tornou-se evidente que OxPL também podem exercer efeito anti-

inflamatdrio e efeito protetor do tecido [15], dependendo das suas estruturas e concentragao.

A oxidacdo dos fosfolipidios representa um mecanismo comum subjacente em muitas doengas
em que estd envolvido dano tecidual. A forma¢do de OxPL é uma caracteristica geral na
inflamacgao crénica que muitas vezes leva a estados debilitantes em muitos pacientes. De entre
as doencas de inflamacgdo crénica, destacam-se as doencas cardiovasculares, diabetes e suas
complicag¢des, incluindo doencas do olho e doencas renais, mas também na modulagdo
imunoldgica de doengas autoimunes [16]. Para poder compreender o papel dos lipidos na
saude e nas doencas tem-se desenvolvido diversas abordagens analiticas designadas por

lipidomica.

1.2 Técnicas na abordagem lipidomica

O estudo de lipidos de amostras bioldgicas envolve varias etapas, comecando pela extra¢do de
lipidos dos tecidos ou das células. Uma vez que os fosfolipidos obtidos dos extratos de
amostras bioldgicas incluem espécies de diferentes classes, é necessario uma separag¢do dos
lipidos em diferentes classes e por fim, a analise do perfil lipidico por espetometria de massa.
Neste trabalho acoplou-se a espetometria de massa a separagdo por cromatografia, mais

concretamente cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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1.2.1 Extracao de lipidos
Os lipidos por definicdo constituem uma classe de compostos que caracteriza-se pela alta

solubilidade em solventes organicos. A baixa solubilidade destes compostos em agua torna
possivel a sua separa¢do das proteinas e dcidos nucleicos. Existem vdrios protocolos para a
extracdo de lipidos, tendo todos em comum a utiliza¢cdo de solventes orgénicos. Os protocolos
mais utilizados incluem as metodologias de extragdo em que se utilizam misturas de solventes
organicos apolares e polares, uma vez que os lipidos apresentam uma grande faixa de relativa
hidrofobicidade o que torna inviavel a utilizacdo de um unico solvente para a extracdo dos
lipidos. Neste trabalho, seguiu-se o método de Folch, utilizando cloroférmio e metanol na

proporgdo de 2:1 (figura 4).

Aq.

Residuo insoluvel

Org.

Cloroférmio

Figura 4. Esquema ilustrativo da extragdo de lipidos utilizando mistura de solventes organicos. Abreviatura: Aq.,
aquoso e Org., organico.

Os lipidos sdo recolhidos na fase do cloroférmio, que pela sua densidade fica na camada
inferior (figura 4).

1.2.2 Cromatografia liquida de alta precisao

A cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC) é um método de separac¢do de substancias, que
constitui uma ferramenta de analise muito utilizada no estudo sorolégico em conjunto com a

espectrometria de massa (MS).

Sao precisamente as forgas intermoleculares entre a amostra e a fase estacionadria, e entre a
amostra e a fase mével, que permitem a separacdo dos componentes das amostras. Assim, a
coluna retém os componentes que interagem mais fortemente com a fase estacionaria,
enquanto aqueles que possuem menor afinidade quimica para estas, sdo arrastados pela fase

movel e, por isso, primeiramente separadas e detetados (figura 5).
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Figura 5. Esquema geral dos varios componentes de HPLC.

As principais vantagens da HPLC s3do a eficiéncia, seletividade e resolucdo. A varidvel da
seletividade da coluna sdao controladas em grande parte pelo fabricante, enquanto que a
eficiéncia e a resolucdo pode ser controlada, até certo ponto, pelo investigador por adaptagao
das fases misciveis utilizadas.

1.2.3 Espetometria de Massa

A espectrometria de massa tem desempenhado um papel fundamental no estudo dos
processos bioquimico dos lipidos, uma vez que esta técnica permite ndo apenas a detecdo e
determinagdao das estruturas destas moléculas mas também a sua quantificagdo. A
combinacdo da sensibilidade, especificidade, seletividade e rapidez faz da espectrometria de

massa uma técnica ideal para a analise de lipidos e produtos de oxidagao lipidica [17, 18].

Os espectrometros de massa sdo constituidos de quatro partes bdsicas: um sistema para
introdugdo da amostra; uma fonte de iGes, na qual é produzido um feixe de ides proveniente
da amostra; um analisador que separa iGes de acordo com a razdo massa/carga; e um detetor,

no qual os ides separados sao recolhidos e caracterizados.

Sdo varias as fontes de ionizacdo que se podem utilizar. O primeiro método de ionizacdo a
surgir, foi o impacto eletrénico (El) e mais tarde a ionizagdo quimica (Cl), que sé sdo aplicaveis
a compostos volateis e termicamente estaveis. Por transmitirem grandes quantidades de
energia induz a quebra das moléculas. Para ultrapassar esta limitacdo surgiu a ionizacdo por
bombardeamento com &atomos ou ides rapidos (FAB) que permitiu a andlise por
espectrometria de massa de amostras ndo voldteis e termicamente instaveis. Mais
recentemente surgiram técnicas de ionizagdo mais suaves como o electrospray (ESI) e a

ionizacdo por desorgao por laser assistida por matriz (MALDI), usados hoje em dia para analise



Biologia Aplicada- Biologia Molecular e Celular Introducéo

de biomoléculas. Neste trabalho, de analise de fosfolipidos e produtos de oxidagdo destes, foi

utilizado o método de ionizagdo por electrospray.

Os analisadores mais usados hoje em dia sdo o quadrupolo, a armadilha de ides (lon Trap) e o
analisador de tempo de voo (TOF). Estes analisadores podem ser usados sozinhos ou em
diferentes combinagdes, como por exemplo Q-Trap, combinagdo de um quadrupolo e um

analizador Trap.

1.1.1.1 Método de ionizagdo por electrospray

Esta técnica tem trés caracteristicas principais que permitem fazer uma distingdo dos outros
métodos de ionizagdo. Em primeiro, € uma técnica suave que permite que as interacées ndo
covalentes entre moléculas que existam em solucdo sejam preservadas na fase gasosa. A
segunda caracteristica é que tem a capacidade de produzir ides multiplamente carregados,
com numeros de cargas elevado, reduzindo assim a razdo m/z, caracteristica importante para
compostos de alto peso molecular, como no caso de proteinas. Desta forma é possivel
analisar compostos de elevada massa molecular até centenas de kDa. Por fim, o facto de que
as amostras a analisar devem ser introduzidas em solucdo, faz com que seja possivel o
acoplamento com muitas técnicas de separagdo, de que se destaca a HPLC. Assim, a substancia
a ser estudada estd dissolvida num solvente que normalmente é muito mais volatil do que a
amostra em estudo, e de seguida esta solugdo é injetado através de um capilar, de metal, num
fluxo continuo, por acdo de uma bomba de seringa. Este processo é auxiliado por um gas
inerte, geralmente nitrogénio e chamado de gas de nebulizagdo, que é introduzido na fonte
ESI, fluindo externamente ao capilar. Este fluxo de gas esta a temperaturas elevadas e auxilia a

evaporacdo do excesso solvente e na formag¢do dum aerossol.

A ioniza¢do tem inicio pela formacdao do aerossol, produzido por um processo que envolve a
formacgao do cone de Taylor, a partir da ponta do capilar. O cone comega a formar-se quando
as microgotas do solvente expostas a fortes campos elétricos, causando uma deformacgdo na
superficie, que entdo surge como um cone. Conforme o campo elétrico aumenta excedendo a
tensdo do solvente, o cone inverte-se e um jacto é langado, formando um spray. Neste
momento ocorre a formag¢do de minusculas gotas de solvente contendo o analito e repleto de
cargas elétricas positivas ou negativas a sua superficie, de acordo com o modo de andlise.
Como as microgotas de solvente sofrem a acdo de um fluxo de azoto, gads ndo carregado,
frequentemente utilizado, aquecido, elas passam a evaporar, sendo o seu didmetro reduzido
rapidamente. Com isso as cargas ali contidas passam a ter maior proximidade, e

consequentemente maior repulsdo eletrostatica. Quando esta repulsdo atinge uma forca
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maior do que a tensao do solvente ocorre um colapso, que promove rutura da microgota com

consequente formacgao de outras gotas de solvente e analito menores.

O método ESI é o mais usado na analise de fosfolipidos por estes serem moléculas com pesos

moleculares relativamente baixos, entre 600 e 1000 Da [19].

1.2.3.1 Analisadores

Os analisadores mais usados hoje em dia sdo o quadrupolo, a Trap e o TOF. Estes analisadores
podem ser usados em diferentes combinacGes. Neste trabalho, como ja foi referido, utilizou-se
o analisador ion Trap. Neste analisadores os ides descrevem uma trajetéria através do
ambiente quadrupolar, e sdo aprisionados nele, dai o seu nome armadilha de ides [20]. Devido
a sua capacidade de manter os ides aprisionados no interior, estes analisadores sdo capazes de
proporcionar diversos ciclos de fragmentacdo, num processo chamado na espectrometria de
massas de tandem- MSn, onde n representa o nimero de fragmentacgdes realizadas no analito

[19].

1.2.3.2 Analise MS e MS/MS

As principais caracteristicas dos espectros de massa obtidos com o método de ioniza¢do suave
sdo a auséncia de fragmentagdo, o que permite a determinagdo rigorosa de massas
moleculares de constituintes de misturas. No entanto, nestas condi¢des pouca informacgdo é
obtida acerca da estrutura molecular dos compostos analisados. Assim é necessario proceder a
fragmentacao do ido desejado induzindo a dissociacdo dos ides formados na fonte, por colisao,
normalmente com um gas. Tandem-MS pode ser entendido como espectrometria de massas
de modo sequencial, ou seja, uma sequéncia de andlise que envolve vdérios estagios. O
primeiro estagio é a selecdo de um ido precursor (assim chamado porque deste serdo

formados outros iGes). O segundo estagio consiste na fragmentacdo do ido precursor por

colisdo com o gas para gerar ides.

Usando esta tecnologia, podemos retirar varias conclusGes sobre a estrutura das moléculas
analisadas e os espectros obtidos d3o-nos ndo sé as formas de quebra molecular mais
frequente, como as mais favoraveis. A espectrometria de massa por MS/MS tem sido utilizada
no estudo detalhado e na caracterizacdo de varias moléculas, entre as quais fosfolipidos [19].
Esta técnica é identificada como MS/MS, no entanto pode-se aumentar o nimero de passos de

modo a efetuar MSn (n representa o nimero de gerag¢des de ides a ser analisados) [21] [19].
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A MS tem sido usada na analise de PL, mas também de oxPL, uma vez que os PL estdo
relacionados com a resposta inflamatéria e também com o desenvolvimento de patologias,

nomeadamente de doengas cardiovasculares.

2 RESPOSTA IMUNE

A primeira defesa do organismo a um dano tecidual é a resposta infamatdria, um processo
bioldgico complexo que envolve componentes vasculares, celulares e uma diversidade de
substancias soluveis, além de apresentar como sinais clinicos caracteristicos rubor, calor,
edema, dor e prejuizo funcional. A finalidade desse processo é remover o estimulo indutor da

resposta e iniciar a recuperacao tecidual local.

Uma resposta imune inicia-se quando ha reconhecimento de um antigénio por parte das
células apresentadoras de antigénios (APC), como os mondcitos e células dendriticas,
principalmente através dos seus recetores capazes de distinguir padrdes moleculares

associados a agentes patogénicos (PAMP).

2.1 Mondocitos

Os percursores dos mondcitos tém origem na medula dssea, que se diferenciam em mondcitos
e entram na corrente sanguinea, onde constituem 3% a 8 % dos leucécitos circulantes, e
migram para os tecidos periféricos onde se tornam residentes nos diferentes tecidos. Os
mondcitos apresentam uma grande heterogeneidade a nivel de tamanho, granularidade e
morfologia celular. Nos seres humanos, os mondcitos sdo identificados pela expressdo do

CD33 e HLA-DR.

Os mondcitos apresentam capacidade de fagocitose, apresentam antigénio, podendo assim
participar nas respostas imunitarias inatas e adquiridas, podendo também os mondcitos estar
envolvidos na manutengdo e regeneracdo de tecidos [22]. Os mondcitos, apds serem
libertados na medula dssea, permanecem no sangue periférico por um curto periodo de
tempo, acumulando-se depois junto ou dentro dos tecidos periféricos onde ha maior
probabilidade de ocorrer entrada de agentes patogénicos. Este recrutamento homeostatico
ocorre na auséncia de inflamacdo e permite que os tecidos periféricos sejam povoados por

células que tem como func¢do a sentinela imunitaria.

Para que possam exercer as suas funcdes nos tecidos periféricos, o recrutamento dos

mondcitos para o espacgo extravascular é orientado por uma sequéncia de intera¢gdes mediadas
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por diversas moléculas. Este processo compreende a adesdo das células as paredes dos vasos

sanguineos, que ocorre em vdrias etapas [22].

Numa situagdo de inflamacgdo, as células do endotélio sdo ativadas expressando moléculas de

adesdo e produzindo quimiocinas e lipidos quimiotaticos [23].

Os mondcitos, quer estando nos tecidos como sentinelas, quer sejam recrutados em condicdes
de inflamagdo, reconhecem sinais que indicam infecdo e que sdo essenciais para o
desenvolvimento da resposta imunitaria. Estas células vado ligar-se ao patogénico através de
recetores que iniciam os mecanismos necessarios para a fagocitose. A fagocitose é o primeiro
passo no decorrer de uma resposta imunoldgica e é necessario para a renovacgdo das células
qgue morrem diariamente, no desenvolvimento embriondrio e na remodelagdo e reparo
tecidual [24]. A distingdo entre possiveis patogénicos e moléculas préprias, depende de
recetores reconhecedores de padrdes moleculares (PRR). Estes recetores reconhecem PAMPs
presentes nos agentes patogénicos mas ausentes em organismos superiores. Entres os PRR
expressos pelos mondcitos e que estdo envolvidos na fagocitose encontram-se recetores de
manose, os recetores do tipo Toll (TLR) e recetores scavenger [24] (figura 6). Estes recetores
sdo capazes de determinar a natureza especifica de um patogénico sendo essenciais no

desenvolvimento de uma resposta imunitaria adequada.

TLR Receptor para Receptor de Receptor do tipo
peptideos N-metil- Manose Scavenger
formilados

Figura 6 Recetores de reconhecimento de padrdo (PRR). Representagdo esquematica dos diferentes recetores de
reconhecimento de padrdes ancorados na membrana celular e seus respetivos ligandos (PAMP) [25]
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Apds a fogocitose, ocorre sintese de uma serie de proteinas que vao regular e catalisar a
producdo de ROS. Nos mondcitos, a destruicdo de agentes fagocitados depende de um
processo que envolve peroxido de hidrogénio e outras ROS, espécies intermediarias do azoto e
mieloperoxidase. Os macréfagos, ao contrario dos mondcitos, ndo possuem mieloperoxidase,
possuindo enzimas analogas ou utilizando diretamente ROS para esse fim. Os mondcitos
podem ainda utilizar mecanismos independentes de oxigénio como protéases, hidrdlases,

perforinas, lisozimas entre outras moléculas [26].

Na infamacgdo, os macrdfagos atuam como APCs, potencializando a ativacdo de LT e LB pela
expressao de moléculas coestimuladoras, e libertam citocinas pro-infamatérias como IL-1, IL-6,

IL-12, TNF-a e quimiocinas.

2.2 Células dendriticas

As células dendriticas (DCs), constituem uma populagdo minoritaria de leucdcitos
especializados na captura e apresentacao de antigénios ao linfécitos T, sdo consideradas uma
ponte entre a imunidade inata e a adaptativa, por serem atraidas e ativadas por elementos da
resposta inata e viabilizarem a sensibilizacdo de LT da resposta imune adaptativa.,

desempenhando um papel fundamental no inicio e controlo das resposta imunoldgica.

As DCs do sangue periférico caracterizam-se pela expressdo intensa da molécula HLA-DR, na
auséncia de marcadores de linhagem T e B (CD3" e CE19) e mondcitos (CD14°). As DCs
encontram-se divididas em subpopulag¢des, tais como as células detriticas mieloide (mDC), as
células detriticas plasmdcitoide e por fim as células detriticas CD147*CD16". De acordo com as
caracteristicas fenotipicas, as mDC identificam-se pela expressdo forte de HLA-DR, expressam
na membrana o antigénio CD11c, o CD33, o CD58 entre outros. A DCs derivadas de mondcitos
distinguem-se por expressarem HLA-DR, o CD16 e apresenta uma baixa expressdao do CD14,

em conjunto com uma expressao intermédia de CD33 e CD123.

Estas células apresentam um elevado numero de organelos e um nlcleo irregular,
diferenciando-se das outras células por apresentarem projec¢des citoplasmaticas de diferentes
formas e tamanhos, designadas por dendrites, recebendo assim estas células o nome de

células detriticas.

As DCs apresentam um grande potencial no desencadear de resposta imunoldgicas, sendo

consideradas as células imunoldgicas mais eficientes na estimulacdo de linfécitos T, sendo por
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isso consideradas as APCs profissionais. As DCs imaturas sao altamente eficientes na captura

de antigenos, enquanto as maduras sao muito eficientes na apresentagao [27].

As células dendriticas tém origem na medula éssea, de onde migram os seus precursores para
a corrente sanguinea para depois serdo distribuidas pelos diferentes tecidos nao linfoides do
organismo onde originam as denominadas DC intersticiais. As DCs encontram-se no tecido
conjuntivo da maioria dos drgdos sélidos e nao linfoides como o figado, coragdo, rins, tiroide,

bexiga, pancreas ou a pele.

2.3 Recetores scavenger- CD36

Os recetores scavenger, em particular o CD36, é encontrado nos mondcitos/macrofagos e
células dendriticas. Estes recetores reconhecem padrdes, os quais mediam a internalizagao e
degradacdo lisossomal das lipoproteinas modificadas, momeadamente lipoproteinas oxidadas
[28]. Ao contrdrio da reposta mediada por outros recetores, a captacdo por recetores
scavenger nao leva a uma inflamacdo direta, entretanto pode induzir a apresentacdo
antigénica restrita ao MHC-Il e até mesmo participar da apresentac¢do cruzada de antigenos a
linfécitos T citotdxicos podendo assim, estabelecer um elo de ligacdo entre a imunidade inata
e adquirida. Ha evidéncias de que a LDL estimula os macréfagos através de recetores toll-like 4
(TLR4) induzindo a producdo de mediadores pro-inflamatdrios, como citocinas [29]. Por outro
lado, a interacdo de macrdéfagos com oxLDL também pode inibir a ativacdo de macrofagos.
Além de reagir com recetores presentes na membrana, os produtos da oxidacdo lipidica tém
sido atribuidos como reguladores de fatores de transcricdo, agindo numa familia de recetores

nucleares que controlam o metabolismo lipidico [30].

O recetor CD36 foi inicialmente descrito em plaquetas e chamado de glicoproteina IV, sendo a
sua fungdo como recetor para a oxLDL, como ja foi referido, e também como um transportador
de 4cidos gordos para os adipdcitos. Trata-se de uma proteina transmembranar com peso
molecular de 53 kDa contendo um largo dominio hidrofdbico extracelular. Estas caracteristicas
fazem com que seu dominio imunodominante (aminoacidos 155-183) se ligue a acidos gordos,

oxLDL e também a células apoptoticas [28].

Dados recentes mostram que o CD36 pode ser também considerado uma molécula
reconhecedora de padroes moleculares associados a agentes patogénicos, possuindo baixa
especificidade e que geralmente interage com moléculas ndo proteicas, as quais também

podem ser encontradas na parede de bactérias e fungos.
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2.4 Marcadores de inflamacao

A inflamacgdo, ou seja, a resposta do tecido a uma lesdo, é caracterizada na fase aguda por
aumento do fluxo sanguineo e permeabilidade vascular, acumulacdo de fluido, leucécitos, e
mediadores inflamatdrios, tais como citocinas [31]. Tanto no processo de inflamag¢do aguda ou
crénica, uma variedade de fatores sollveis estdo envolvidos no recrutamento de leucdcitos
através da expressdo celular aumentada de moléculas de adesdo e quimiotaxia [31]. Muitos
destes mediadores sollveis regularam a ativagdo das células residentes, tais como
fibroblastos, células endoteliais, e as células recentemente recrutadas para a inflamacao, tais

como monacitos, linfécitos, neutréfilos e eosindfilos [31].

Os fatores sollveis que mediam essas respostas enquadram-se em quatro categorias
principais: (1) metabolitos inflamatdrios lipidicos como o fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e
os derivados do acido araquiddnico (prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas), que sao gerados
a partir de fosfolipidos celulares, (2) cascatas de proteases /substratos soluveis que geram
numerosos péptidos pro-inflamatdrias, (3) dxido nitrico, um potente vasodilatador endégeno e
(4) um grupo de polipéptidos derivados de células, conhecidas como citocinas, sdo os
principais determinantes na inflamacdo, do estado de ativagao celular, e das respostas
sistémicas a inflamagdo. A maioria das citocinas sdo multifuncionais, podendo induzir efeitos

regulatdrios tanto negativos como positivos sobre as células-alvo [31].

As citocinas sdo glicoproteinas produzidas pelo sistema imune que atuam de forma enddcrina
sobre outras células relacionadas com a resposta imune. Durante o processo inflamatdrio, os
mondcitos/ macréfagos, os linfdcitos T e outras células arteriais produzem perdxidos lipidicos,
fatores quimiostaticos, moléculas de adesdo e citocinas, que ampliam e perpetuam o processo
inflamatdrio. Durante este processo, também ocorre a libertagdo de mediadores de
fibrinogénio, incluido fatores de crescimento, que promovem a proliferacdo das células do

musculo liso [32].

Varios estudos demonstraram um aumento do risco vascular em individuos com niveis basais
altos para IL-6 e TNF-o [33], bem como para proteinas de fase aguda tais como a PCR [33, 34].
Para além de refletirem a necrose do miocdrdio, estas proteinas de fase aguda tem um papel

ativo nos processos de inflamacdo e nos mecanismos imunoldgicos.

Uma perturbac¢do na imunidade inata pode fazer a ligacao entre a obesidade, a aterosclerose e

resisténcia a insulina [35]. De acordo com esta hipotese, os elevados niveis de IL-6 e PCR estdo
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ligados ao desenvolvimento da aterosclerose e ao surgimento de diabetes do tipo Il, mesmo

em individuos sem resisténcia a insulina [36].

2.4.1 Moléculas quimiotaticas (quimiocinas)

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular e sdo produzidas por varias células em
resposta a estimulos inflamatérios, capazes de induzir a migracdo e a atracdo dos leucdcitos
circulantes para locais de inflamagdo. Existem diferentes citocinas, tais como a IL-8, IL-2, IL-6,

IL-1B, MIP-13, TNF-at entre outras. Neste trabalho deu-se particular atengdo a IL-6 e TNF-.

2.4.1.1 Fator de necrose tumoral (TNF)

O TNF-o. é produzido pelos mondcitos/macréfagos e tem uma acdo na ativacdo das defesas do
organismo e na reparacdao dos tecidos, embora a sua producdo descontrolada possa ter
consequéncias desastrosas [37]. Os recetores desta citocina sdo do tipo | (p55) e do tipo I
(p75) e pertencem a familia dos recetores do fator de necrose tumoral, onde estdo incluidos o
CD95/FAZ, o tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) recetores I e ll, o
CD40 e outros [38]. No ambiente citoplasmatico, os TRAILs possuem uma proteina conhecida
como o dominio de morte, que apds ligacdo do TNF-at ao recetor, ativa a cascata da apoptose

[39].

Diversos estudos confirmaram a associacdo do TNF-ot com a insuficiéncia cardiaca e com a
isquemia e a reperfusdo do miocardio [40]. Num estudo com 94 doentes com doenga
cardiovascular, quando comparados com 20 individuos saudaveis, verificou-se uma associa¢do
positiva entre os niveis de TNF-o. e a doenga corondria [41]. Outro estudo demonstrou que
apdés 9 meses depois do primeiro EAM os pacientes com niveis elevados desta citocina,

apresentaram um maior risco de recorréncia de EAM [42].

2.4.1.2 Interleucina-6 (IL-6)

A IL-6 é produzida por células tais como os mondcitos/macréfagos, os linfécitos T, os
fibroblastos, os hepatdcitos, as células endoteliais, células do musculo liso, em resposta ao
TNF-o. e também a IL-1B. A IL-6 tem a fungdo de induzir a produgdo pelos hepatdcitos das
proteinas de fase aguda, a estimulacdo do crescimento e a diferenciacdo dos linfdcitos T e B,
dos hepatécitos e das células hematopoiéticas. Faz a ligacdo entre a resposta inflamatdria

aguada e a reacdo sistémica que a acompanha, ou seja, resposta de fase aguda.

A IL-6 ao induzir a resposta de fase aguda, constitui uma ponte de ligacdo entre a inflamacao e

a doenca cardiovascular. Foi demonstrado que Individuos com sindromes coronarios agudos e
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valores séricos elevados de IL-6, nas primeiras 48h, apresentaram um maior risco de

complica¢des coronarias [43].

2.4.2 Proteina C reativa (PCR)

A PCR é o biomarcador pertencente a familia das pentraxinas constituintes da imunidade inata
e é um marcador de fase aguda. Ao contrdrio de outras proteinas ou citocinas, a PCR apresenta
um longo tempo de vida, conferindo-lhe uma estabilidade nos niveis séricos sem grandes
variacOes [44]. A sintese da PCR é essencialmente hepatica, sob influéncia de citocinas tais
como a IL-6 e o TNF-a.. Estas moléculas sdo pré-inflamatdrias, sintetizadas pelo tecido adiposo,
o0 que pode justificar o relacionamento existente entre a obesidade abdominal e a doenca

cardiovascular.

A PCR é facilmente determinada através de métodos altamente sensiveis, com uma boa
relagdao custo-eficdcia, com resultados sobreponiveis no plasma fresco e congelado [45]. Deve-
se evitar a determinagdo da PCR, quando utilizada como marcador de risco vascular, nas duas
ou trés semanas apds uma infecdo, inflamagdo ou outra doenca aguda, uma vez que nesta
situacdo se verifica um aumento dos niveis desta proteina. No entanto, o mesmo acontece
para doencas inflamatdrias crdénicas, como a artrite reumatoide ou o lUpus eritematoso
disseminado, apresentam niveis altos de PCR, mais elevados que os considerados valores
normais [46], sendo por isso uma limitacdo da utilizacdo deste biomarcador para a

determinacgao de doengas cardiovasculares.

A PCR esta envolvida em varios mecanismos inflamatdrios e imunoldgicos, tais como ativagdo
do complemento, indu¢do da expressdao de moléculas de adesdo, facilitagdo da captagdo das
LDL pelos macréfagos, aumento a producdao do MCP-1 e da IL-8 e estimula o recrutamento dos
mondcitos para a parede arterial [47, 48]. Estudos in vitro demonstraram que a producdo de
IL-6 por mondcitos com niveis séricos elevados de PCR e de IL-6, excedia a producdo da mesma
citocina pelos mondcitos de individuos clinicamente semelhantes, mas com valores

considerados normais para a PCR e IL-6 [49].

Apesar da associacdo entre os niveis aumentados da PCR e os riscos cardiovasculares, ndo é
possivel estratificar os riscos vasculares com os valores da PCR. A PCR apresenta numa
dindamica prépria, apresenta uma concentracdo aumentada apds EAM, comecando a subir 4-6
horas apds o inicio dos sintomas e atinge o seu maximo dentro de aproximadamente 50 horas
[50]. Em relagdo ao tempo necessdrio para a cicatrizacdo das lesdes corondrias, estudos

demonstraram uma estabilizagdo dos niveis de PCR ao fim de trés meses [51].
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2.5 Papel de fosfolipidos oxidados na resposta imune

Em tecidos sujeitos a inflamacdo crdnica, a resposta imune local é determinada por fatores
ambientais, tais como a acumulagdo de produtos da oxidacao lipidica. Apds a oxidagdo, os
fosfolipidios sdo reconhecidos por “recetores padrao de reconhecimento” (PRRs), que sdo
detetados pelo sistema imune inato como sinais de perigo ou alteragdo do préprio que, se
acumulam sob condi¢cdes de stresse oxidativo e morte celular, e como tal agem como
reguladores endégenos da resposta imune inata [52-54]. Os PRRs que sdo implicados no
reconhecimento de fosfolipidos oxidados (OxPL) incluem recetores scavenger, como o CD36,
os TLRs, o CD14, as proteinas ligacdo de lipopolissacarideo (LPS) e a PCR [55-58]. O fato de que
o processo de oxidacdo torna os fosfolipidios “visiveis” para o sistema imune inato tem

implicagGes importantes para patologias de inflamacgdo crénica e doencgas autoimunes [59].

Estudos demonstram que OXPAPC compete com o LPS para a ligacdo a PRRs. Neste caso oxPL
atuam como recetor antagonista do LPS e bloqueiam a via de sinaliza¢do induzida pelo LPS,
incluindo a ativacdo do fator de transcricdo pro-inflamatdrio NFkB [54]. Este papel protetor
dos oxPL durante uma inflamag¢do aguda induzida por LPS pode representar um importante
mecanismo de feedback, ao qual oxPL acumulados limitam o dano tecidual por bloquear a

resposta imune inata [16], apresentando assim um efeito anti-inflamatadrio.

As alteracGes formadas durante a oxidacdo de fosfolipidios sdo também reconhecidas pela
parte humoral do sistema imune adaptativo. Os anticorpos IgG e IgM dirigidos contra OxLDL
estdo presentes no plasma de humanos e dos animais e foi demostrado estarem
correlacionados com a progressdo da aterosclerose [60], bem como em vdrias doencas

autoimunes, como lUpus eritematoso sistémico e artrite reumatoide [61-63].

Recentes evidéncias in vitro e in vivo destacaram o impacto OxPL sobre o processo de
maturacdo das DCs, onde estas moléculas mediam tanto efeitos estimulatérios, como
inibitdrios, influenciando assim passos decisivos da resposta imune adaptativa. Um estudo
recente in vitro demonstrou que oxPOPE apresenta a capacidade de estimular os mondcitos,

bem como as DCs, a produzirem varias citocinas das quais, o TNF-ct e a IL-6 [64].

2.6 Citometria de fluxo e analise de citocinas

A citometria de fluxo tem sido utilizada na andlise de Varios parametros tais como o tamanho
e complexidade morfoldgica das células, ADN (ploidia, ciclo celular), analise e classificacdo de

cromossomas, proteinas, antigénios a superficie celular, proteinas intracelulares (citocinas,
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proteinas envolvidas na traducdo de sinal), antigénios nucleares, atividade enzimatica, pH,

apoptose, viabilidade celular [65].

2.6.1 Citometria de fluxo

A amostra a ser analisada por citometria de fluxo é constituida por uma suspensao de células
ou de particulas, as quais, incluidas na corrente em fluxo laminar de um liquido condutor,
serdo forcadas a passar uma a uma através da camara de fluxo. Um ou mais laseres com
comprimento de onda pré-estabelecido, atravessam a camara de fluxo e sempre que o laser
intercepta uma célula, a radiacdo vai sofrer desvios que pelo citdmetro serdo convertidos em
sinais eletrdnicos, e reconhecidos pelos sensores. Um dos sensores é designado por forward
Angle Light Scatter (FS), uma vez que se encontra colocado no sentido da direcdo do feixe
luminoso, dando informagdo sobre o tamanho da célula, baseado na difracao e refragao da luz.
O outro sensor situa-se sensivelmente a 902 da dire¢do frontal, designando-se Side Scatter
(SS), mede a luz dispersada, avaliando a granulosidade intracelular, constituida pelo nucleo,

cromossomas, mitocéndrias e outros organitos ou particulas [65].

Com as informag0es provenientes dos variados sensores, a parte informatica do citdmetro, de
acordo com as caracteristicas das proprias células, agrupa-as em histogramas virtuais [65]. A
citometria de fluxo é um método multiparamétrico utilizado na fenotipagem de células
provenientes de varios tecidos, incluindo de tumores sélidos. Os citdémetros de fluxo modernos
sdo capazes de analisar varias particulas em cada segundo, em "tempo real", e podem

ativamente separar e isolar particulas com propriedades especificas, o chamado “ cell sorting”.

Abordagens baseadas na citometria de fluxo tém sido amplamente utilizadas para estudar a
diferente producdo de citocinas por diferentes células e correlacionar com diferentes
patologias ou diferentes respostas a um determinado estimulo, sendo por isso uma técnica
importante ao nivel de areas como a medicina, oncologia, imunologia, mas também ao nivel

da investigacao.

3 ENFARTE AGUDO DO MIOCARDIO

A cardiopatia isquémica é uma das causas que mais contribui para a taxa de mortalidade na
sociedade ocidental. Parte destas mortes ocorre abruptamente como consequéncia da oclusdo

corondria aguda, podendo também ocorrer lentamente, ao longo de um periodo de semanas
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ou anos, levando consequentemente ao estreitamento e enfraquecimento progressivo do

mecanismo de propulsdo do sangue (Figura 6).

Artéria
coronaria
| bloqueada
| por trombo

Tecido cardiaco
lesionado devido

a interrupcao do fluxo
sanguineo

Figura 7. Enfarte do miocardio na da parede anterior do cora¢do ap6s a oclusao de um ramo da artéria coronaria,
levando a lesdo do tecido cardiaco.

Varios fatores de risco para doencas corondrias tém sido documentados, incluindo
hipertensdo, hiperlipidémia, diabetes, um historial familiar, tabagismo, obesidade,
sedentarismo [66], niveis séricos alterados de LDL e HDL colesterol, diabetes, agentes
infeciosos, fatores ambientais, e marcadores genéticos [67] [68]. No entanto, estes fatores

explicam apenas parte da doenca cardiovascular.

A insuficiéncia coronaria aguda ocorre quando o miocardio fica privado de oxigénio por um
extenso periodo, levando a alteracGes na fun¢do do musculo cardiaco. Quando o musculo
cardiaco sofre isquemia (privacdo do correto fluxo do sangue) intensa e continua, causa lesGes
irreversiveis das células do miocardio, apresentando-se o quadro clinico de EAM. Esta privacdo
do fluxo sanguineo pode ser desencadeada por um coagulo sanguineo, por lesdes
aterosclerdticas, ou, ainda, por uma particula da placa aterosclerdtica que se desprende do

seu local de origem e bloqueia uma ramifica¢do vascular.

A aterosclerose tem uma evolugdo lenta no inicio, durante a qual se forma uma placa sélida,
posteriormente, ocorre uma evoluc¢do rapida, onde se forma o trombo que obstruird a artéria
coronaria, resultando no EAM. As trés areas do tecido lesado durante o EAM sdo bem distintas
umas das outras. A primeira é a area da necrose, na qual as células do miocardio encontram-se
irreversivelmente lesadas. Ao redor destas células, encontra-se a area de tecido ndo-funcional,
devido a incapacidade de contracdo e de condugdo de impulso nervoso, mas que pode ser
recuperada se a oxigenacdo for adequadamente restabelecida. Por ultimo, encontra-se a
terceira drea, que ainda mantém contragdo, porém fraco, na qual a recuperacgdo do tecido

isquémico é mais facil.

21
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O EAM pode ser classificado quanto a localizagdo da lesdo. Denomina-se: infartoanterior,
quando a obstrugcdo encontra-se na artéria descendente anterior; infarto anterolateral,
quando ocorre a obstrucdo da artéria diagonal; infarto inferior, quando a obstrugdo ocorre na

coronaria direita ou nos ramos da artéria circunflexa.

Apds seis a oito horas do inicio do EAM sem retomar o fluxo sanguineo, leucécitos migram
para a area afetada, ajudando a remover as células mortas. No entanto, estudos demonstram
que a isquemia seguida do retomar do fluxo sanguineo provoca uma cascata de reagdes pro-
inflamatdrias que sdo conhecidos por levar a produgdo de ROS e a ativagao do sistema do
complemento, migracdo dos leucdcitos e producdo de citocinas [69]. Os marcadores de
inflamacao elevados, como a PCR, sdao alarmante, pois estdo associados a um aumento do risco

de eventos cardiovasculares futuros em pacientes que sofreram EAM [70, 71].

3.1 Enquadramento epidemioldgico

De acordo coma Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas cardiovasculares ocupam o
primeiro lugar no ranking das principais causas de mortalidade (figura 8). Atualmente estima-
se gque cerca de 20 milhGes de individuos sofrem de doencgas do aparelho cardiovascular em
todo mundo, dos quais, aproximadamente 12 milhGes sdo vitimas fatais de EAM [72]. As
estimativas da OMS para o ano de 2030 apontam para que o numero de Obitos por doencas
cardiovasculares ronde os 23 milhdes de 6bitos [72], considerando a cardiopatia isquémica
como sendo o principal contribuinte [68]. Em Portugal, e ndo fugindo a tendéncia mundial, o

grupo das doencas do sistema cardiovascular é o principal responsavel pela mortalidade.

As doencas cardiovasculares sdo responsdveis por 16,7 milhdes de mortes anuais em todo o
mundo, sendo que 7,2 milhGes correspondem a doencas cardiacas corondrias [68]. As
estimativas levam a querer que este problema devera crescer nos préximos anos, e isto muito

devido ao envelhecimento da populagdo e ao aumento das taxas de sobrevivéncia pds-enfarte.



Biologia Aplicada- Biologia Molecular e Celular Introducéo

Condi¢bes maternais
Diabetes mellitus
Desordens neuropsiquiatra Masculino
Lesoes intencionais B Femenino
Doencas digestivas
CondigGes perinatal

Lesdo nao intencional
Doengas respiratorias
InfecgGes respiratorias
Cancro

Doengas infecciosas

Doencgas cardiovasculares

0 5 10 15 20 25 30 35
% do total de doencgas

Figura 8. Grafico da distribuigdo por género das principais causas de mortalidade mundial [68].

3.2 Enfarte agudo do miocardio e inflamacao

E consensual o papel da inflamac¢do no desencadear e na progressdo de lesdes vasculares,
comprovando-se a importancia dos mecanismos de inflamagdo relacionados com as
complicagbes vasculares, e sobre a sua importdncia como indicadores de diagndstico e

progndstico [73].

No EAM a inflamac¢do pode ser vista como duas vertentes, uma primeira associada a formacao
das placas aterosclerdticas [74] e numa segunda vertente associada ao processo de resposta
imune aguda. O primeiro processo tem inicio quando o endotélio expressa moléculas
quimiotdcticas e moléculas de adesdo, como a P-selectina ou CD62-P, E-selectina ou CD62-E,
ICAM-1 (molécula de adesdo intercelular) ou CD54 e VCAM-1 ou CD106 (molécula de adesdo
da célula vascular), que recrutam leucdcitos que, em conjunto com as células endoteliais,
promovem, entre outros, a producdo de fatores de crescimento e citocinas como é o caso da
IL-6 que favorecem a formacdo da placa aterosclerdtica, e que culmina com a rutura dessa

placa, sendo por isso a aterosclerose um processo de resposta inflamatadria crénica. [67].

Por outro lado, o enfarte do miocardio desencadeia uma resposta inflamatdria aguda, que
ocorre no momento deste. O restaurar da homeostasia, eliminando as causas da inflamacgao
dentro de um curto periodo de tempo e numa area localizada, e ativacdo do processo de

reparacao e cicatriza¢do é o objetivo da fase aguda.
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Nessas condi¢cdes, os macrofagos sdo fundamentais para o inicio da resposta inflamatoria,
particularmente da resposta imune inata, por meio da secrecao de radicais livres, proteases,
fatores de complemento, e citocinas. Por outro lado, os macréfagos também podem iniciar a
resposta imune adaptativa, por meio da apresentacdo de antigenos as células T e pelo

aumento da produgdo de citocinas como o TNF-a. [75].

A ativacdo das células T pelas OxLDL é dependente dos mondcitos e ocorre essencialmente
com baixas concentracGes das OxLDL, sendo inibida quando estas lipoproteinas atingiram
niveis mais elevados [76]. As citocinas IL-1B, IL-6, TNF-o estdo aumentadas em doentes com
aterosclerose avangada, admitindo-se que as lisofosfatidilcolinas das OxLDL sejam os principais

indutores da sua producao [76].

3.3 Enfarte agudo do miocardio e perfil lipidico

O perfil das lipoproteinas plasmdticas com elevados niveis de LDL e baixos niveis de HDL
constitui um risco cardiovascular[77] [78], presumivelmente porque, predispée a uma maior
concentra¢do de LDL na parede do vaso sanguineo. Um baixo contelddo de fosfolipidio (PL) e
de colesterol ndo-esterificados torna as pequenas e densas particulas de LDL com maior
capacidade de passagem pelas células endoteliais e acumularem-se nas paredes das artérias

[79].

Alteragdes na concentracdo dos lipidios plasmaticos, incluindo colesterol, sdo complicagGes
frequentemente observadas em pacientes com EAM, e certamente contribuem para o
desenvolvimento de doencgas vasculares[80], desempenhando um papel fundamental no

desenvolvimento e progressao da aterosclerose e consequente EAM [67, 81].

3.4 Oxidacao de fosfolipidos e doencas vasculares

Além dos fatores de risco tradicionais referidos anteriormente, o stresse oxidativo, em
particular as espécies recativas de oxigénio (ROS) tem sido considerado como um dos mais
importantes contribuintes para a progressdo da aterosclerose e consequentemente para o
desenvolvimento de EAM. Uma consequéncia do stresse oxidativo é o aumento de
peroxidacao lipidica, o qual ocorre quando o equilibrio dindmico entre prd-oxidantes e
mecanismo antioxidante é prejudicado [80], tendo vindo a ser sugerido que ocorre um
aumento dos niveis de perdxidos lipidos no sangue de pacientes com EAM. Os produtos de
oxidacdo de fosfolipidios sdo encontrados em alta concentragbes em lesOes aterosclerdticas

humanas [82-85].
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Acredita-se que a atividade das ROS na parede vascular pode contribuir com a formacao da
oxLDL, um importante fator para a patogénese da aterosclerose e por consequéncia EAM. As
oxLDL ndo irdo ser reconhecidas pelo recetor-LDL, mas serdo reconhecidas por macréfagos
recetor scavenger, CD36 [86, 87], sendo fagocitadas por estas células, o que leva & formacdo
das células espumosas (do inglés foam cells) e assim se inicia a formacdo das placas

aterosclerdticas.
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4 OBJETIVO DO ESTUDO

Apesar de ser reconhecido que as oxLDL estdo relacionadas com o EAM, o papel dos PL no
desenvolvimento da patologia ndo esta ainda completamente conhecido, bem como a
resposta imune de fase aguda, neste momento de dano tecidual. Este facto merece ser

explorado, principalmente, no que diz respeito a avaliacdo e evolu¢do do EAM.

O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil lipidico e producgdo de citocinas em individuos que

sofreram enfarte agudo do miocardio (EAM), mas também avaliar a sua evolucgdo.

Neste trabalho foi realizado, foi analisado as possiveis alteragdes no perfil lipidico em
pacientes que sofreram enfarte agudo do miocardio (M1) e 1 més apds o episédio (M2) e em
individuos saudaveis (CTR), por cromatografia liquida acoplada a espetometria de massa e
avaliar possiveis presencas de espécies lipidicas oxidadas resultantes do processo de enfarte

agudo do miocardio

No estudo imunofenotipica avaliando-se a expressdo de CD36 de mondcitos e células
dendriticas, comparando pacientes controlos saudaveis. Tem se também como objetivo
determinar diferengas na exce¢do de TNF-a e IL-6 em mondcitos e células dendriticas nos

diferentes grupos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Produtos biologicos

Neste trabalho estudaram-se dois grupos distintos de individuos: o grupo EAM, composto pelo
momento 1 (M1) (pacientes que sofreram enfarte agudo do miocardio) e momento 2 (M2) (os
mesmos pacientes do grupo do M1 um més apds a ocorréncia do enfarte agudo do miocardio),

e o grupo CTR, grupo de controlos.

Para o grupo de individuos que sofreram EAM, foram colhidas amostras de sangue periférico
de 10 individuos adultos que média de idade de 54.80 (+/- 4.31) anos (20% mulheres), em
tubos com heparina para o estudo de frequéncias de células produtoras de citocinas. Foram
também colhidas amostras de sangue periférico, em tubos de gel, onde se recolheu o soro e
foi congelado a -20°C para posterior extracdo e analise de lipidos. Estas amostras foram
colhidas entre Abril e Junho de 2010 nos Hospitais da Universidade de Coimbra logo apds o

paciente dar entrada.

No caso do grupo CTR, procuramos dadores “compativeis” a nivel de idade e sexo, assim foram
utilizadas 10 amostras de individuos aparentemente saudaveis, com idade de 53.50 (+/- 1.60)
anos (20% mulheres). Estas amostras foram colhidas no Centro de Sangue e da Transplanta¢do
de Coimbra. Neste grupo foram excluidos individuos que apresentavam historial de doencas
cardiovasculares, historial familiar de doencas cardiovasculares, doengas autoimunes ou que

tenham estado doentes recentemente.

Para cada individuo de ambos os grupos, realizou-se o levantamento das fichas clinicas, tendo
particular atencdo as andlises bioquimicas realizadas, onde se registaram os niveis de

colesterol, HLD, LDL, triglicerideos (TAG), proteina C reativa (PCR) e glucose.

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética local e todos os participantes deram e assinaram

consentimento informado.
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Figura 9. Esquema geral do trabalho. Para cada individuo foram colhidos diferentes tubos, com objetivos de
diferentes analises.

5.2 Estudo fenotipico em monadcitos e células dendriticas

5.2.1 Avaliacao da expressao de CD36 por mondcitos e células dendriticas

Adicionou-se 10 pL de anti-CD36 (clone CLB-IVC7; Sanquin) combinado com 10 pl anti-HLA-DR
(clone L243; BDB, San Jose, USA) e 2,5 l de anti-CD33 (clone P67.6; BDB, San Jose, USA). Os
anticorpos mencionados acima foram adicionados a 100 pl de sangue periférico e foram
incubadas durante 15 min a temperatura ambiente no escuro. Apds este periodo de
incubacgdo, seguiu-se um protocolo lise e lavagem: 2 ml de FACS soluc¢do Lysing (BDB, San Jose,
CA, EUA), diluida a 1:10 (vol / vol), em &agua destilada foi adicionada, e depois incuba 10
minutos. As células foram lavadas com 2 mL de PBS e ressuspenso em 0,5 ml de PBS antes da

aquisicdo de citometro de fluxo.

5.2.2 Aquisicao e analise de dados de citometria de fluxo

As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo FACSCalibur (BDB) e foi utilizada a
aplicacdo informatica CellQUEST (BDB). A aquisicdo de dados foi realizada em duas etapas
consecutivas etapas. Num primeiro passo, foram adquiridos e armazenados 2x10%eventos,
correspondendo a todas as células nucleadas presentes na amostra. Numa segunda etapa,
apenas foram armazenados eventos contendo anti-HLA-DR®, n um minimo de 2x 10° eventos,
com a finalidade de aumentar a sensibilidade, uma vez que a polugdo de células dendriticas é
pouco representativa. As contagens absolutas das diferentes populacdes de células foram

calculadas usando a citometria de fluxo e o contador hematoldgico.
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5.2.3 Quantificacao da Producado de Citocinas

A andlise dos resultados obtidos no ponto anterior, foi efetuada no programa Infinicyt

(Cytognos, Salamanca, Espanha).

5.2.4 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio dos programas Excel e Statistical Package for
Social Sciences (Versdo 17.0, SPSS) para o Windows. Foi utilizado o teste de Mann-Whitney
para verificar a associagdo entre as varidveis nos dois grupos (EAM, CTR) e também o teste de
Wilcoxon para observar diferencas significativas no grupo de enfartados nos diferentes
momentos (M1, M2). O valor de p foi calculado e considerado estatisticamente significativo

guando inferior a 0,05.

5.3 Estudos funcionais em monacitos e células dendriticas

5.3.1 Avaliacdo da producio de citocinas in vitro por mondcitos e células
dendriticas

Uma vez que a citometria de fluxo permite o estudo individual de cada célula e assim as

diferentes populagdes, mondcitos e subpopula¢des de células detriticas foram avaliadas do

ponto de vista funcional, nomeadamente quanto a sua capacidade para, uma vez estimulados

in vitro, produzirem citocinas como o TNF-a, IL-6.

As citocinas produzidas foram mantidas propositadamente dentro das células, através da
utilizacdo de um inibidor do transporte de proteinas, a Brefeldina-A. Esta interfere com o
transporte vesicular do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi, permitindo que as

citocinas sintetizadas pelas células se acumulem no seu interior.

No final, as células que produziram citocinas foram detetadas através de anticorpos

monoclonais especificos apds permeabilizacdo da membrana celular.

5.3.2 Estimulacdo in vitro da producio de citocinas por DCs e mondcitos

Um total de 500 ml de sangue periférico de cada amostra foi diluido 1/1 (vol/vol), em meio
RPMI-1640 (Gibco; Paisley, Escdcia, Reino Unido), suplementado com 2 mM de L-glutamina e
incubadas a 372C em ambiente estéril com uma atmosfera hiumida 5% de CO, durante 6 horas,

na presenca de 10 mg/ml de Brefeldina A (Sigma, St. Louis, MO).
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5.3.3 Marcacao imunofluorescente

Apds este periodo de incubacgdo, as amostras foram aliquotadas em diferentes tubos de (200
pl/ tubo) com a finalidade de analisar a expressdo de cada citocinas em estudo, pelos

mondcitos e subconjuntos de DCs.

Adicionou-se a cada tubo 10 pl do kit de exclusdo de células dendriticas (Mistura de varios
anticorpos monoclonais anti-CD14, anti-CD19, anti-CD56 e anti-CD3) (Cytogonos, Salamanca,
Espanha) combinado com 10 pl anti-HLA-DR (clone L243; BDB, San Jose, USA) e 2,5 ul de anti-
CD33 (clone P67.6; BDB, San Jose, USA). Apds a suave mistura no vortex, as células foram
incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente, no escuro. Adicionou-se 100 pl do
reagente 1 do kit FIX&PERM (Caltag, Hamburg, Germany) para fixar as células e colocou-se a
incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente no escuro, seguindo de lavagem com 2
ml de tampao fosfato salino (PBS, Dulbecco 1x, Biochrom AG, Berlim, Alemanha), (5 minutos a
540 x g)e seguidamente descartou-se o sobrenadante. Ao pellet adicionou-se 100 ml do
reagente do kit FIX&PERM e adicionaram-se as citocinas em estudo: 1,5 pl de anti- fator
tumoral de necrose (TNF-ai; clone Mab11; Pharmingen, San Diego, USA) num tubo, e 10 pl de
interleucina-6 (IL-6; clone MQ2-6A; Pharmingen, San Diego, USA), no outro tubo (Tabela 1). Os
tubos foram incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente no escuro. Em seguida, as
células foram lavadas duas vezes com 2 ml de PBS (5 minutos a 540xg) e ressuspendeu-se em
0,5 ml de PBS, até que foram analisados num citémetro de fluxo.

Tabela 1: Marcagao utilizada nos diferentes tubos para o estudo funcional. Para cada amostra foram preparados
dois tubos, um para cada citocina em estudo.

Tubo FITC PE PerCp APC

Tubo 1 | Kit DC (anti-CD3, CD19, CD56, CD14) | anti-TNF-o. | Anti-HLA-DR | Anti-CD33

Tubo 2 | Kit DC (anti-CD3, CD19, CD56, CD14) | anti-IL-6 | Anti-HLA-DR | Anti-CD33

5.3.4 Aquisicao e analise de dados de citometria de fluxo

As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo FACSCalibur (BDB) e foi utilizada a
aplicacdo informatica CellQUEST (BDB). A aquisicdo de dados foi realizada em duas etapas
consecutivas etapas. Num primeiro passo, foram adquiridos e armazenados 2x10* eventos,
correspondendo a todas as células nucleadas presentes na amostra. Numa segunda etapa,

apenas foram armazenados eventos contendo HLA-DR', n um minimo de 2x 10° eventos, com
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a finalidade de aumentar a sensibilidade, uma vez que a polucdo de células dendriticas é
pouco representativa. As contagens absolutas das diferentes populacdes de células foram

calculadas usando a citometria de fluxo e o contador hematoldgico.

5.3.5 Quantificacao da Producao de Citocinas

A andlise dos resultados foi efetuada de igual modo ao ponto 5.2.3.

5.3.6 Analise Estatistica

Na anadlise estatistica foi realizada de igual modo ao ponto 5.2.4

5.4 Extracao de fosfolipidos do soro

Para a extracdo de fosfolipidos no soro, seguiu-se o método de Folch, com algumas mudancas
devido ao facto de o soro apresentar uma grande quantidade de proteinas. A 50 pL de
amostras foram adicionadas 150 uL de dgua ultrapura, seguindo-se a adigdo de 750 plL de
cloroférmio (HPLC grade) e 250 pL de metanol (HPLC grade). Agitou-se no vortex durante 2
minutos. Centrifugamos a 1000 g durante 10 minutos 42C, obtendo-se um sistema de duas
fases: aquosa (superior) e organica (inferior). Recuperou-se a fase organica (fase inferior), ou
seja o extrato lipidico. Finalmente, este extrato foi seco com a corrente de azoto e armazenado

a -59C para posteriores analises.

5.5 Quantificagao fosfolipidos do soro usando o método Verde de

Malaquite

Com o objetivo de determinar o teor de fosfolipidos de cada amostra, utilizou-se o método de
verde de malaquite uma vez que apresenta uma sensibilidade para quantidades inferiores a 1
mg de fosfato. Este método permite a quantificacio do complexo verde formado entre a

malaquita, molibdato e fosfato, obtido apds hidrélise acida a quente dos fosfolipidos.

Este método inicia-se com a digestdo dos fosfolipidos, ficando assim o fosfato livre para formar
o complexo. Para isso, sdo adicionados 200 pl de agua destilada e 400 ul de acido perclérido

(70% m/v) a 10 pl de amostra. Colocar-se no banho seco a 1902C durante 30 minutos.

De seguida, numa placa de 96 pogos e apds os tubos arrefecerem, adicionou-se 17.5 pl das
amostras, 157.5 pl de glicerol, 32.5 ml da solugdo verde malaquite e por fim 17.5 ul de
molibdato de amdnio e agitou-se. Para tracar a curva de calibra¢do, foram preparados padroes

com 0.3 a 1.5 ug de fosfato, que sofrem a mesmo tratamento das amostras. Finalmente,
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medimos a absor¢do das amostras a 630 nm, num leitor de microplacas (Multiscan 90,
ThermoScientific). O percentual de cada classe de fosfolipidos foi calculado, relacionando a
quantidade de fésforo em cada ponto para a quantidade total de fésforo na amostra, dando

assim a abundancia relativa de cada classe de fosfolipidios.

A solugdo stock de verde de malaquite é constituida por 17.32 mg de verde malaquite (Sigma,
St Louis, MO, USA) 80 mg de PVA (polivinilalcool- Sigma St Louis, MO, USA) e 50 ml de acido

sulfarico 6mM.

5.6 Avaliacao da peroxidacao lipidica pelo método de de FOX

(Ferous Oxidation- xylenol Orange)

As principais metodologias utilizadas para avaliacdo da peroxidacdo lipidica em sistemas
bioldgicos medem a formacdo de produtos gerados durante as diferentes fases deste

processo. Neste trabalho, avaliou-se a producdo de hidroperoxidos pelo teste de FOX.

5.6.1 Método de FOX (Ferous Oxidation- xylenol Orange)

A quantificacdo dos niveis de perdxidos totais das amostras de soros foi realizada a partir do
método de FOX. A presenca de perdxidos leva a reducdo do ido Fe** a Fe**, o qual reage com o
sal laranja de xilenol, originando uma cor caracteristica (laranja/castanho), a qual pode ser

medida fotometricamente a 560 nm.

O reagente FOX foi preparado comecando pela dissolucdo de 38 mg de laranja de xilenol e 440
mg de BHT em 450 mL de metanol. O sulfato ferro (49 mg) foi rapidamente dissolvido em 50
mL de 250 mmol/L acido sulfurico e adicionou-se a solugdo de metanol. O reagente FOX
definitivo tem a composicdp de 100 mmol/L de laranja de xylenol, 4 mmol/L BHT, 25 mmol/L

de acido sulfurico e 250 mmol/L de ssulfato de ferro, em metanol (90%, v/v).

A quantificagdo dos niveis de peréxidos foi realizada a partir da comparagdo com uma reta

padrao, onde se preparou solu¢des de H,0, com concentragdes conhecidas.

5.6.2 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando os testes referidos em 5.2.4.



Biologia Aplicada- Biologia Molecular e Celular Material e Métodos

5.7 Instrumentaciao em cromatografia liquida e espetometria de

massa

As amostras de soro foram separados num sistema de HPLC (Waters Aliance 2690) equipado
com uma pré-coluna split (Acurate, LC Packings, USA) e numa coluna Ascentis Si (15 cm x 1
mm de didmetro, 3 um) mantidas a temperatura ambiente (222C). A amostra foi diluida em 90

mL antes de ser injetada. Foi injetado 10 mL, utilizando um fluxo na coluna de 20 uL.min™.

Os diferentes lipidos foram separados usando uma mistura acetonitrilo-metanol (60:40, v/v,
eluente A) e acetonitrilo- metanol-acetato de amodnio (55:35:10, v/v, eluente B), seguindo o
programa: inicia-se com o eluente A durante 15 minutos, gradiente linear do eluente A para o
eluente B durante 5 minutos, mantendo-se com o eluente B durante 35 minutos. A fase movel

retornou ao eluente inicial em 5 minutos, terminando assim no eluente A.

O espectrémetro de massa trapa de ides linear LXQ (ThermoFinnigan, Palo Alto, USA) foi
utilizado em modo positivo, com as seguintes condicdes de electrospray: voltagem do
electrospray de 5 kV; temperatura do capilar de 275°C, o fluxo do gas de 25 unidades. No
modo negativo foram utilizadas as mesmas condi¢cdes alterando apenas: a voltagem do
electrospray de 4.7kV, e a temperatura do capilar de 2752C. Foram realizados espectros de
MS/MS nos iBes de interesse, variando a energia de colisdo entre 18-30 de unidades
arbitrarias. Para o tratamento de resultados foi utilizado o programa de software Xcalibur

(v2.0).

Foram utilizados fosfolipidos padrdes: PE (14:0/14:0), PC (14:0/14:0), PS (14:0/14:0), LPC (19:0)
(Sigma- Avanti, EUA).
5.7.1 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando os testes referidos em 5.2.4.
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RESULTADOS
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6 AVALIACAO DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

De modo a uma melhor caracteriza¢cdo dos individuos em estudo, foi realizado uma avaliacdo
dos parametros bioquimicos como a proteina C reativa (PCR), colesterol total (CT),
lipoproteinas de alta densidade (HDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL), triglicerideos

(TAG) e glucose.

O grupo EAM (M1 e M2) é constituido por 10 individuos de ambos os sexos, 8 (80%) homens e
2 (20%) mulheres, com idade média de 54.80 4,31 anos. O grupo CTR é formado também por
10 individuo, em que 8 (80%) sdo do sexo masculino e 2 (20%) sdo do sexo feminino, com

idade média de 53.50 +1.60.

Relativamente aos niveis de PCR, o grupo de individuos EAM apresentam niveis
significativamente mais altos comparando com o grupo CTR. No entanto verificou-se uma
diminuig¢do significativa dos niveis de PCR em M2 relativamente ao grupo M1, ou seja, ocorre
uma diminuicdo dos valores de PCR apds um més da ocorréncia de enfarte, aproximando-se

dos niveis do CTR (tabela 4).

Os niveis lipidicos em ambos os momentos dos enfartados apresentam diferencas entre si e
entre o CTR. Verificou-se niveis mais elevados de CT no grupo M1 comparando com o CTR e
M2, sendo significativo para este. Ocorreu uma diminuigdo significativa nos niveis de CT apés

um més da ocorréncia do enfarte comparando com o grupo CTR (tabela 4).

Ndo se verificou diferengas nos niveis de LDL e HDL entre os grupos M1 e CTR, no entanto
comparando os diferentes momentos, observou-se uma diminuicdo dos niveis de HDL e LDL,
com significado para o ultimo parametro, no momento M2 relativamente a M1. No M2 os
niveis de HDL e LDL sdo inferiores aos determinados no CTR. Os niveis de TAG sdo
significativamente mais elevados no CTR comparando com o grupo de enfartados nos
diferentes momentos. Verificou-se uma diminuicdo de TAG em M2 ndo sendo significativo

(tabela 4).

N3ao se verificaram alteragdes significativas nos niveis de glucose no M1 e M2. Relativamente
ao CTR este parametro ndo foi avaliado, ndo sendo assim possivel realizar comparacdo entre
os diferentes grupos. A diminuicdo que se registou dos parametros de CT, HDL, LDL, TAG e
glucose em M2 comparando com M1, pode estar relacionado com possiveis alteracdes na

dieta dos individuos e mesmo com a medicagao aplicada apds o episddio de enfarte.
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Tabela 2- Caracteristicas clinicas e bioquimicas dos individuos que sofreram enfarte agudo do miocardio nos
diferentes momentos (M1; EMA2) e grupo controlo (CTR)

M1 M2 CTR
Idade (Anos) 54.80 + 431  54.80 + 431 5350 + 1.60

Sexo, % de mulheres 20.00 20.00 20.00

PCR (mg/dL) 1.90 + 0.75° 0.81 + 0.14° 026 + 005
CT (mg/dL) 22233 + 1848 131.00 *+ 14515 207.90 * 2103°
HDL (mg/dL) 4633 + 528 3940 + 172 4630 + 4.36

LDL (mg/dL) 15333 + 1577 8560 + 11.66° 159.30 * 10.12°
TAG (mg/dL) 12011 + 11517 89.40 + 1611 21930 + 40.93°
Glucose (mg/dL) 176.80 + 28.34 14313 + 33.28 +

Os resultados sdo expressos em média * desvio padrdo. M1- momento em que sofreram enfarte agudo do
miocardio; M2- Um més apds terem sofrido o enfarte; CTR- grupo controlo; PCR- Proteina C Reativa; CT-
Colesterol Total; HDL- Lipoproteinas de alta densidade; LDL-Lipoproteinas de baixa densidade; TAG-
Triglicerideos. Diferengas estatisticamente significativas foram consideradas quando p< 0,05 (teste Mann-
Whitney U- a -M1 versus CTR; b -M2 versus CTR; teste de Wilcoxon- c -M1 versus M2).

7 AVALIACAO DA QUANTIDADE DE FOSFOLIPIDOS NO
SORO

Os lipidos totais do soro do sangue foram extraidos pelo método de Bligh and Dyer depois de
uma otimizacdo deste método. Apos otimizacdao, foi realizado a quantificacdo do fosfato,
usando um método colorimétrico, o método de verde de malaquite. Este método é importante
devido a sua sensibilidade, é o indicado para quantidades inferiores a 1 ug de fosfolipidos. Este
método é baseado na formacdo de um complexo entre fosforo e verde de malaquite, levando

a alteragdes de cor, podendo, assim quantificar-se por absorvancia.

Para a realizacdo da quantificacdo, usou-se sempre a mesma quantidade de soro para todas as
amostras, utilizou-se um volume de 10 pL. Verificou-se uma diminui¢ao na quantidade de PL
em M1 comparando com CTR, ndo sendo significativo. Quando se comparou entre CTR e M2,
nao se verificam alteragdes. Ao comparar os diferentes momentos, observa-se uma diminuicdo

na quantidade de PL em M1 em relagdo a M2 (figura 14).
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Figura 10. Quantificagao de fosfolipidos presentes no soro dos individuos dos diferentes grupos em estudo, pelo
método verde de malaquite. M1- momento em que sofreram enfarte agudo do miocardio; M2- Um més apods
terem sofrido o enfarte; CTR- grupo controlo;

8 AVALIAGCAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA NO SORO

As principais metodologias utilizadas para avaliagdo da peroxidacdo lipidica em sistemas
bioldgicos medem a formacdo de produtos originados durante as diferentes fases deste
processo. Neste trabalho, avaliou-se a produgao de peréxidos lipidicos pelo teste de laranja de

xilenol (do inglés Ferous Oxidation- xylenol Orange; FOX).

Os hidroperodxidos lipidicos sdo produtos primarios da peroxidacdo de acidos gordos
insaturados, sendo por isso importante avaliar os niveis de producdo, uma vez que a maioria
dos métodos avalia os produtos de degradacdo. O método de FOX, permite quantificar os
hidroperoéxidos lipidicos em amostras biolégicas, uma vez que os hidroperéxidos lipidicos
oxidam o ferro Il e o ferro lll, o qual reage com o laranja de xilenol, produzindo um croméforo
que tem uma absor¢cdo maxima em 560nm, sendo um método simples, que ndo exige

equipamentos sofisticados.

Ao avaliar a existéncia de peroxidacdo lipidica no soro, ndo se verificaram alteracGes
significativas nas diferentes condicdes. Verificou-se apenas um pequeno aumento em M2

comparando com M1 e CTR (figura 15).
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Figura 11. Quantificacdo da peroxidagdo lipidica pelo método de FOX no soro de doentes enfartados, um més
apos ter ocorrido enfarte e num grupo controlo. M1- momento em que sofreram enfarte agudo do miocardio;
M2- Um més apds terem sofrido o enfarte; CTR- grupo controlo;

9 ANALISE DO EXTRATO LIPIDICO TOTAL POR HPLC E
ESI-MS

O estrato lipidico do soro é uma mistura complexa que apresenta lipidos polares e apolares.
Neste trabalho, e tendo em atencdo a coluna que foi utilizada, os lipidos polares ligam-se
fortemente a coluna, mas os lipidos ndo polares passam diretamente pela coluna, como por
exemplo os triglicerideos (TAG), sendo por isso os primeiros a eluir (Figura 15). Os lipidos
polares sdo eluidos em ordem de crescente polaridade, com solventes de polaridade
progressivamente maior. Assim, apds os TAG, eluem primeiro as fosfatidiletanolaminas (PE)
que eluem primeiro que as lisofosfatidiletanolaminas (LPE), seguidas das fosfatidilcolinas (PC),
depois as esfingomielinas (SM) e por fim as lisofosfatidilcolinas (LPC) (figura 16). Estes lipidos e
fosfolipidos foram analisados no modo positivo. A LC-MS no modo negativo foi utilizada para

analisar as PI, PE, LPE, eluindo por esta ordem.
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Figura 12. Separacdo das diferentes classes de lipidos por HPLC. (A) Separagdo dos TAG, PE, LPE, PC, SM, LPC

modo positivo; (B) Separagdo dos PI, PE, LPE no modo negativo.

A analise por cromatografia liquida (LC), seguida da espectrometria de massa (MS) permite

determinar i6es com o mesmo valor de m/z mas de diferentes classes (figura 17).

A identificacdo e caracterizacdo de lipidos neutros e fosfolipidos foi realizada utilizando
espectrometria de massa com ioniza¢do por electrospray (ESI-MS) quer no modo positivo quer
no modo negativo. A identificacdo de cada fosfolipido foi feita baseada na identificacdo do seu
peso molecular (figura 17) identificados pelos ides [M+H]* ou [M-H], por andlise de espectros
de ESI-MS) e na anélise da fragmentacdo caracteristica observada em ESI-MS/MS, que

permite identificar inequivocamente a classe de cada fosfolipido, bem como a sua

composicao em acidos gordos.
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Figura 13. Diferentes classes de lipidos e o intervalo de m/z correspondente a cada uma.

9.1 Analise dos espectros de LC-ESI-MS e ESI-MS/MS no modo
positivo

Como ja foi referido, a técnica de HPLC permitiu-nos separar as diferentes classes de lipidos e
passar diretamente para a espectrometria de massa sem ocorrer perdas de amostras,
iniciando assim a analise por ESI-MS e ESI-MS/MS. No modo positivo, analisamos as classes
lipidicas dos TAG, das PCs, das LPCs, PEs, LPEs e das SMs. Em seguida apresentamos e
discutiremos, separadamente os espectros de cada uma destas classes separadas por HPLC,
para o grupo de enfartados, nos diferentes momentos e para o grupo controlo, de forma a
observar possiveis alteragdes no perfil lipidico e possivel peroxidagao lipidica. Os resultados
serdao resumidos em tabelas com as espécies mais abundantes para as diferentes classes de

fosfolipidos.

De salientar que uma menor ou maior abundancia relativa dos ides nos espectros de ESI-MS
nao refletem diretamente a sua propor¢ao no extrato total, uma vez que sdao dependentes das
propriedades quimicas que condicionam a capacidade e ionizagdo de cada grupo quimico
ligada & cabeca do fosfolipido. Assim, apresenta-se, também, uma avaliagdo da quantidade

total de cada classe e da quantidade das diferentes espécies para cada classe.

Antes de iniciar a avaliacdo de classe a classe, realizou-se uma andlise da quantidade relativa
(%) de PC, LPC, e SM na totalidade das classes detetadas no modo positivo. Assim, observou-se

que as PC sdo a classe predominante no soro, seguida das LPC e por fim pelas SM (figura 18).
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Figura 14. Abundancia relativa das SM, PC, e LPC presentes no soro de individuos enfartados (M1 e M2) e
individuos saudaveis (CTR). Diferengas estatisticamente significativas foram consideradas quando p< 0,05 (teste
Mann-Whitney U- a -M1 versus CTR; b —-M2 versus CTR; teste de Wilcoxon- c -M1 versus M2).

9.1.1 Triglicerideos
No modo positivo, comegou-se por analisar os espectros dos TAG para pesquisar alteracdes no

seu perfil nos diferentes momentos do enfarte e no grupo controlo. Os TAG foram
identificados pela formagdo dos ides [M+NH,]", uma vez que o eluente continha acetato de
amédnio. Ao comparar os espectros dos diferentes grupos e diferentes momentos (figura 19)
verificamos que o M1 e CTR sdao muito semelhantes entre si, apresentando uma pequena
diminuicdo do ido m/z 848 no M1 relativamente ao CTR. O espectro que apresenta mais
alteracbes é em M2 comparando tanto do M1 ou CTR. Em M2 verificamos um aumento dos

i6es m/z 900.6, 902.6, 904.6 e 906.6 comparando com M1 e CTR.
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Figura 15. Espectros de LC-ESI-MS de triglicerideos. Comparacdo dos diferentes espetros de LC-ESI-MS no
momento do enfarte (M1), apds um més deste ter ocorrido (M2) e grupo controlo (CTR).
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Na tabela 5 estdo representados os ides mais abundantes encontrados nos diferentes
momentos e diferentes grupos em estudo, apresentando o numero de carbonos e duplas
ligacbes das cadeias acilo, bem como a estrutura, confirmada pelos espectros MS/MS. No caso
do ido m/z 876.6, encontramos duas estruturas possiveis.

Tabela 3- Triglicerideos mais abundantes encontradas no momento do enfarte, apés um més do enfarte ter
ocorrido, e grupo controlo.

[M+NH,4]* | C:N | Espécies Moleculares

846.6 50:3 16:0/ 16:1/ 18:2

848.6 50:2 16:0/ 16:1/ 18:1

850.6 50:1 16:0/ 16:0/ 18:1

872.6 52:4 16:0/ 18:1/18:3

874.6 52:3 16:0/ 18:1/ 18:2

16:0/ 18:1/ 18:1

876.6 52:2 16:0/ 18:0/ 18:2

900.6 54:4 16:0/ 18:2/ 20:2

902.6 54:3 16:0/ 18:1/ 20:2

904.6 54:2 16:0/ 18:2/ 20:0

Na forma de aductos de amoniaco, [M + NH,]", a fragmentacdo dos ides dos TAG resulta na
perda de NH;, formando um ido protonado [M+H]’, e a perda da cadeia acilo, na forma [M-
RCOOYJ’, originando assim, um ido diacil. Este tipo de fragmentac3o é caracteristico de todas as

espécies moleculares de TAGs.

Esta caracteristica pode ser exemplificada no espectro ESI-MS/MS do TAG de m/z 876.6 (figura
20). O ido m/z 876.6, o que corresponde a presenca de 52 carbonos e duas duplas liga¢ées (C

52:2).

O espectro do LC-MS/MS do ido m/z 876.6 (TAG 52:2) mostra dois iGes produto, de m/z 603.3

e o m/z 577.6. O ido m/z 603.3 é formado pela perda do grupo acilo correspondente ao acido
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gordo 16:0. Por outro lado, o ido produto m/z 577 forma-se pela perda do grupo acilo 18:1,

assim concluimos que a estrutura deste TAG é 16:0/ 18:1/ 18:1.

No entanto, podemos verificar que este TAG pode apresentar outra estrutura, ao observar o
espectro MS/MS com mais atengdo. Encontramos os ides m/z 575.3, 579.4, 603.3 que indicam
a perda dos acidos gordos 18:0, 18:2 e 16:0, respetivamente. A estrutura proposta, também

para este TAG, é 16:0/ 18:0/ 18:2.
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Figura 16. Espectro MS/MS caracteristico de triglicerideos no modo positivo. (A) Espectro MS/MS dos ides
percursores caracteristicos da fragmentagdo de aductos de amoniaco, para a estrutura 16:0/ 18:1/ 18:1. (B)
Espectro MS/MS dos ides percursores caracteristicos da fragmentacdo de aductos de amoniaco, para a estrutura
16:0/ 18:0/ 18:2.

Ao determinar a estrutura dos TAG, percebemos que os iGes m/z 900.6, 902.6 e 904.6, que
estdo aumentados no M2 em comparacao com CTR e M1, sdo também ides resultantes da
peroxidacdo lipidica dos ides m/z 868.6, 870.6, 872.6, respetivamente. A fragmentacdo dos
TAG oxidados, mais concretamente, resultantes da peroxidacdo lipidica, caracteriza-se pela
perda de dgua [M+H-H,0]" e a perda de peroxido de hidrogénio, [M+ H-H,0,]", o que se

verificou, confirmando que sdo produtos de oxidagdo. Assim, regista-se um aumento da
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peroxidacdo lipidica em M2, o mesmo perfil observado na quantificacdo de produtos de

peroxidacgao lipidica determinada pelo método de FOX (figura 15).

Depois de se avaliar os diferentes espectros, realizou-se uma avaliagdo da quantidade e da
abundancia relativa de cada espécie na quantidade total da respetiva classe. Avaliou-se

também a quantidade total da classe em estudo nos diferentes momentos e diferentes grupos.

Ao observar a quantidade dos diferentes ides verificou-se uma diminuicdao destes em M2,
comparando com M1 e CTR. Em M1 verificou-se um aumento dos ides m/z 846.6, e ocorre
uma diminuicdo dos ides m/z 848.6, 850.6, 872.6, 874.6, 900.6 e 904.6 em relacdo ao CTR
(figura 21A).

De uma forma geral, registou-se que as espécies mais abundantes sdo os ides m/z 846.6,
848.6, 874.6 e 876.6, sendo constitudos pelos acidos gordos 16:0, 16:1, 18:1 e 18:2. Observou-
se um aumento da quantidade relativa dos ides m/z 850.6, 872.6, 900.6, 902.6, 904.6 no M2
em comparacdo com M1 e CTR (figura 21B). De salientar que os resultados dos ides m/z 900.6,
902.6 e 904,6, sendo também produtos da oxidacdo lipidica, vdo de encontro aos resultados
avaliados pelo método de FOX (figura 15). Registou-se um aumento da abundancia relativa do
ido m/z 846.6 em comparacdo com o M2 e CTR, pelo contrario, regista-se uma diminuicdo da

quantidade do ido m/z 848.6 em M1 e M2 comparando com o CTR (figura 21B)

Ao analisar a quantidade total dos diferentes iGes verificou-se um aumento significativo dos
TAG em relagdo ao M2 e CTR. Observou-se, também uma diminuicdo significativa em M2
comparando com CTR, ndo esquecendo que na analise bioquimica realizada, se verificou que o

M1 e CTR apresentavam niveis de TAG mais elevados em rela¢do ao M2.
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Figura 17. Avaliagdo da quantidade de triglicerideos. (A) Quantidade dos diferentes iGes da classe triglicerideos.
(B) Quantidade relativa dos diferentes ides; (C)- Quantidade total dos triglicerideos. M1-momento do enfarte;
M2- ap6s um més do enfarte ter ocorrido; CTR- grupo controlo. Diferengas estatisticamente significativas foram
consideradas quando p< 0,05 (teste Mann-Whitney U- a -M1 versus CTR; b -M2 versus CTR; teste de Wilcoxon- ¢ —
M1 versus M2).

9.1.2 Fosfatidilcolinas

As PCs s3ao uma das classes lipidicas mais abundantes nas células, encontrando-se

predominantemente nas membranas celulares.

A classe das PCs encontra-se dividida entre compostos 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina; 1-O-
alquil-2-acil-sn-glicero-3-fosfocolina; 1-O-alqu-1-enil-2-acil-snglicero-3-fosfocolina (figura 21),

na maioria dos tecidos, a subclasse predominante é 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina [88].

[ a6
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Neste trabalho identificou-se essencialmente diacilfosfatidilcolinas (1,2-diacil-sn-glicero-3-

fosfocolina).
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Figura 18. Classes dos glicerofosfolipidos, acil, alquil e alquilacil, e respectiva estrutura e representagao [89].

Na figura 23 apresentamos a comparacao dos espectros de M1, M2 e CTR relativamente &
classe das PCs. Assim, ao observar os diferentes espectros, ndo se verificou alteragGes

significativas entres os diferentes momentos e diferentes grupos.

7586
M1
Foa 8
TED & Boa &
B10.8
THT .6
rE1.8 811.8 B3aE
s 780, 6 7o . —_—

o TG & Lo = N BAZ O
T e B e SEE e o e o m =
¥ S5l i3

M2
™06 T 00 .0
o
TET & s10.8
THA LG i BOB & =
762 .6 700 6 8136 e
e R PO — S T S — —
7 5488
CTR
TED S T HE 8
ra 8- 7T 8 e
rsae TOZE TTAS ¥ 8127 e
- . A B
TGO T8O Boo B0
e

Figura 19. Espectros de LC-ESI-MS de fosfatitilcolinas no momento do enfarte (M1), apés um més deste ter

ocorrido (M2) e grupo controlo (CTR).
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Os ides mais abundantes estdo apresentados na tabela 6. Para cada ido determinou-se os
acidos gordos que os constituem. Os espectros ESI-MS positivo das PCs sdo caracterizados pelo
i3o0 na forma protonada [M+H]".

Tabela 4- Fosfatidilcolinas mais abundantes encontradas no momento do enfarte, apés um més do enfarte ter
ocorrido, e grupo controlo.

[M+H]" | C:N | Espécies Moleculares
758.6 | 34:2 16:0/18:2
760.6 | 34:1 16:0/18:1
782.6 | 364 16:0/20:4
784.6 | 36:3 16:0/20:3
806.6 | 38:6 16:0/22:6
810.6 | 384 18:0/20:4
812.6 | 38:3 18:0/20:3

O espectro de ESI-MS/MS do ido [M+H]" de uma PC apresenta um ido m/z 184,
correspondente a quebra entre o grupo fosfato com grupo colina da cabeca do glicerol, tal
como representado na figura 24. Os ides na forma [M+H]" apresentam a perda do &cido

gordo na posicdo sn-1 e sn-2 [M + H-RCOOH]" [90].

O ido m/z 760.6 corresponde & presenca de 34 carbonos e uma dupla ligagdo (34:1). Os ides
fragmento que se formam indicam o tipo de acidos gordos presentes na molécula. Os ides m/z

478.5 e m/z 504.6 indicam as perdas dos acidos gordos 18:1 e 16:0, respetivamente.
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Figura 20. Estrutura da fosfatidilcolina m/z 760.6 (18:1/16:0) e fragmentacdo e respetivo espectro MS/MS
caracteristico de [M+H]" no modo positivo.

Ao determinar a estrutura das PCs, verificou-se que os ides m/z 758.6, 806.6, e 810.6 que
apresentam um ligeiro aumento em M1 e M2 em comparagao com CTR, sdo também ides
resultantes da peroxidacdo lipidica dos ides m/z 726.6, 774.6 e 778.6, respetivamente. A
fragmentacdo das PC oxidadas resultantes da peroxidagao lipidica, caracteriza-se pela perda de
agua [M+H-H,0]" e a perda de peroxido de hidrogénio, [M+ H-H,0,]+, o que se verificou,
confirmando que sdo produtos de oxidagdo. Assim, regista-se um aumento de produtos de

peroxidacdo lipidica.

Uma vez que nao verificamos altera¢des significativas a nivel dos espectros, analisamos a
quantidade de cada espécie, para cada momento (M1, M2) e para o grupo CTR. Em relagdo 4
quantidade, observou-se que no momento M1, hd um aumento de todas as espécies,
comparando com o momento M2 e com o grupo CTR. Registou-se um aumento significativo do
ido m/z 784.6, 786.6, 812.6 em M1 comparando com o CTR. Registou-se também em aumento
significativo, exceto para o ido m/z 782.6 em M1 comparando com M2. Quando se comparou o
momento M2 com o CTR, verificou-se que ndo ha muita discrepancia entre as quantidades de

PC (figura 25A).

Relativamente a quantidade relativa, os iBes mais abundantes sdo m/z de 758.6 e 760.6, sendo
constituidos pelos acidos gordos 16:0, 18:1 e 18:2. Comparando M1 com M2 verificou-se uma
diminuicdo dos ides m/z 758.6, 782.6 e um aumento dos ides m/z 760.6, 784.6, 786.6, 812.6
sendo este aumento significativo para este ultimo. Comparando M2 com CTR, verificou-se um

aumento significativo do ido m/z 782.6 em M2 (figura 25B).
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Tendo em conta os resultados observados para cada espécie de PC, observamos que a
quantidade total das PCs foi mais alta no momento do M1, seguindo-se o momento M2 (figura

25C), estando em concordancia com os dados observados na analise bioquimica das LDL.
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Figura 21. Quantificagdo da classe fosfatidilcolina. (A) Quantidade dos diferentes ides da classe fosfatidilcolina.
(B) Quantidade relativa dos diferentes ides; (C)- Quantidade total das fosfatidilcolina. M1-momento do enfarte;
M2- apés um més do enfarte ter ocorrido; CTR- grupo controlo. Diferengas estatisticamente significativas foram
consideradas quando p< 0,05 (teste Mann-Whitney U- a -M1 versus CTR; b —-M2 versus CTR; teste de Wilcoxon- ¢
—M1 versus M2).
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9.1.3 Lisofosfatidilcolinas

Os lisofosfolipidos estdo envolvidos numa grande variedade de processos importantes,

incluindo proliferacdo celular, migracdo celular, angiogénese, e inflamagdo. AS LPC sdo o

resultado da oxidacdo e fragmentacdo dos residuos em sn-2 de fosfatidilcolina (PC), isto

resulta da atividade da fosfolipase-A2.

Ao comparar os espectros nos diferentes grupos e diferentes momentos nao se verificam

alteracgdes significativas, como se pode observar na figura 26.
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Figura 22. Espectros de LC-ESI-MS de lisofosfatitilcolinas no momento do enfarte (M1), apés um més deste ter

ocorrido (M2) e grupo controlo (CTR)

Na tabela seguinte encontram-nos os ides na forma protonada mais abundantes da classe das

LPC e a respetiva estrutura, encontrados nas condi¢des de estudo.
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Tabela 5- Lisofosfatidilcolinas mais abundantes encontradas no momento do enfarte, apés um més do enfarte ter
ocorrido, e grupo controlo.

[M+H]* C:N
496.5 16:0
518.5 18:3
520.5 18:2
522.5 18:1
524.5 18:0
544.4 20:4
546.5 20:3
568.5 22:6

Na fragmentacdo de LPC MS/MS é comum encontrar-se o ido m/z 184, resultado da perda da

cabeca de colina, verificou-se perda de agua, [M-H,0] e a perda do acido gordo [90].

O id0 m/z 496.5 corresponde a presenca de uma cadeia acilo de 16 carbonos, sem liga¢Ges
duplas. Na figura 26 podemos observar os diferentes ides produto observados no espectro
MS/MS do ido m/z 496.5. O espectro apresenta o ido 478.5, caracteristico da perda de agua,

[M-H,0]+, e 0 ido m/z 240.3 que corresponde a perda do &cido gordo 16:0.
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Figura 23. Estrutura da lisofosfatidilcolina m/Z 496.5 (16:0) e fragmentagdo e respetivo espectro caracteristico de
[M+H]* no modo positivo.
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Ao analisar a quantidade de cada espécie de LPC, verificou-se que para os ides m/z 496.5,
518.5, 520.5 e 522.5 os valores em M1 e CTR sdao muito semelhantes, sendo ligeiramente
maior em CTR. Para estas mesmas espécies, verificou-se que a quantidade em M2 é menor
comparando com M1 ou CTR, sendo esta diminui¢do significativa para os iGes m/z 524.5,
544.4, 546.4. Para os ides m/z 524.5, 544.4, 568.5 verificou-se uma maior quantidade para M1,
seguindo-se o CTR e por fim M2. Relativamente ao ido m/z 546.5, registou-se que esta espécie

apresenta uma maior quantidade em CTR, seguindo-se em M1 e por fim M2 (figura 28A).

Relativamente a quantidade relativa, observou-se que o ido m/z 496.5 é o mais abundante em
ambos os grupos, sendo constituido pelo acido gordo 16:0. Verificou-se o ido m/z 496.5 no M2
apresenta uma maior abundancia relativa comparando com o M1 e CTR. Para os ides m/z
518.5, 520.5, 522.5 apresentam quantidades relativas muito semelhantes nos diferentes
grupos. Registou-se uma maior quantidade relativa dos ides m/z 544.4 e 568.5, sendo
significativa para este, em M1 comparando com M2 e CTR. De notar que no caso do ido m/z
546.5 que apresenta uma maior quantidade relativa em CTR comparando com M1 e M2 (figura
28B). Ao analisar a quantidade total das LPC, verificou-se uma quantidade maior em M1,

seguindo-se o CTR e o M2 apresenta uma menor quantidade total de LPC (figura 28C).
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Figura 24. Quantificagdo da classe de lisofosfatidilcolina. (A) Quantidade dos diferentes iGes da classe
lisofosfatidilcolina. (B) Quantidade relativa diferentes ides; (C)- Quantidade total das lisofosfatidilcolina. M1-
momento do enfarte; M2- apés um més do enfarte ter ocorrido; CTR- grupo controlo. Diferengas estatisticamente
significativas foram consideradas quando p< 0,05 (teste Mann-Whitney U- a -M1 versus CTR; b —-M2 versus CTR;
teste de Wilcoxon- ¢ M1 versus M2).

9.1.4 Fosfatidiletanolaminas
Tal como a classe das fosfatidilcolinas, também a classe das fosfatidiletanolaminas podem
incluir compostos 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina; 1-O-alquil-2-acil-sn-glicero-3-

fosfoetanolamina e 1-O-alqu-1-enil-2-acil-snglicero-3-fosfoetanolamina [91, 92].
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Nestes espectros conseguiu-se identificar diacilfosfatidiletanolaminas (1,2-diacil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina) e também alquilacilfosfatidiletanolaminas (1-O-alquil-2-acil-sn-glicero-3-

fosfoetanolamina), como se apresenta na tabela 8.

Ao observar os diferentes espectros (figura 29), verificou-se algumas altera¢des entre estes.
Nota-se uma diminui¢do do ido m/z 744 em M2 comparando com M1 e CTR, verificou-se um
aumento em CTR. Verificou-se um diminui¢do do ido m/z 740 em M1 M2 comparando com o

CTR. Observa-se um aumento do ido m/z 792 em M2 comparando com M1 e CTR.
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Figura 25. Espectros de LC-ESI-MS de fosfatidiletanolaminas no momento do enfarte (M1), apds um més deste
ter ocorrido (M2) e grupo controlo (CTR)

Na tabela seguinte apresentamos os valores de m/z, o tipo de ido [M+H]" e as etanolaminas
correspondentes, identificadas nos diferentes momentos e grupos em analise e ainda a que
sub-classe das fosfatidiletanolaminas pertencem os ides (acil ou alquilacil) [93, 94].
Embora o espectro ESI/MS positivo sdo uma fonte eficiente da identificacdo de estrutural
das PEs, os espectros ESI/MS negativos sdo frequentemente utilizados para a identificacdo dos
acidos gordos, uma vez que nos ESI/MS positivo observamos os ides resultantes da perda dos
acidos gordos, no modo negativo encontramos os ides fragmentos de cada acido gordo [95].

Tabela 6- Fosfatidiletanolaminas mais abundantes encontradas no momento do enfarte, apés um més do enfarte
ter ocorrido, e grupo controlo.
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[M+H]" C:N Espécies Moleculares
740.5 36:4 20:4/16:0
744.5 36:2 18:2/18:0
18:1/18:1
750.5 | 38:5p 18:1p/20:4
754.5 | 38:3p 18:0p/20:3
752.5 | 38:4p 18:0p/20:4
764.5 38:6 18:1/20:5
792.5 40:6 22:6/18:0

A fragmentacdo das PE protonadas, [M+H]" é caracterizada pela perda de 141 Da
correspondente a quebra entre o grupo fosfato com com glicerol, tal como representado na
figura 29. O ido fragmento [M + H-141]" decompde-se em ides [M + H-R1COOH]" que é mais

comum na posi¢do sn-1, em comparac¢io, na posi¢do sn-2 o ido [M+H-R2C = 0]".

Como exemplo de fragmentacdo tipica das PE, apresentamos os espectros do ido de m/z
744.5, atribuido & molécula protonada [M+H]" da PE 18:1/18:1 ou 18:0/18:2. Tal como se pode
ver no espectro apresentado na figura 30, o ido produto [M+H-141]%, m/z 603.6, formado por
quebra entre o grupo fosfato e o glicerol, e correspondente & perda da cabega polar, é o
ido diagndstico da presenca desta classe de fosfolipidos, este é alias, o ido fragmento
mais abundante do espectro de MS/MS das PE protonadas. O ido m/z 744.5 decompde-se em
varios ides, uma vez que apresenta mais que uma estrutura. Para a estrutura 18:1/18:1, o ido
fragmento m/z 462 corresponde & perda do acido gordo 18:1 na forma de [RCOOH], e o ido
488 corresponde a perda do acido gordo 18:1 na forma de [R2C = O]. Para o caso da estrutura
18:0/18:2, o ido 481 corresponde & perda de 18:2 na forma de [R2C=0] e o ido m/z 460.4

corresponde a perda de 18:0 na forma de [RCOOH].
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Figura 26. Estrutura da fosfatidiletanolaminas m/Z 744.5 (18:0/18:2; 18:1/18:1) e fragmentagdo e respetivo

espectro caracteristico de [M+H]* no modo positivo e em modo negativo.

No caso dos compostos plasmogenes e alquilacilPE, verificou-se igualmente um ido fragmento

[M+H-141]", bem como a perda do acido gordo na forma acil e a perda do segundo &cido

gordo na forma alque, para o caso dos plasmogenes, e na forma alquil para os alquilacil.

A avaliacdo da quantidade e frequencia foi realizada no modo negativo, apenas por um motivo

de melhor visualizacdo e determinacdo das quantidades dos diferentes ides.

9.1.5 Lisofosfatidiletanolaminas

Tal como referimos para as LPC, as LPE tem origem da acdo da fosfolipase-A2 sobre as PE.

Relativamente aos espetros obtidos pela anélise LC-MS, verificou-se um aumento dos iGes m/z

524,526 e 548 em M1 e M2 comparando com o CTR (figura 31).
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Figura 27. Espectros de LC-ESI-MS de lisofosfatidiletanolaminas no momento do enfarte (M1), ap6és um més
deste ter ocorrido (M2) e grupo controlo (CTR)

Na tabela seguinte apresentamos os valores de m/z, o tipo de ido [M+H]" e as LPE
correspondentes, identificadas nos diferentes momentos e grupos em analise.

Tabela 7- Lisofosfatidiletanolaminas mais abundantes encontradas no momento do enfarte, apés um més do
enfarte ter ocorrido, e grupo controlo.

[M+H]" | C:N
4783 | 18:2
4803 | 18:1
500.4 | 20:5
502.3 | 20:4
504.4 | 20:3
526.4 | 22:6

Da mesma forma que a LPC, os ides fragmentos resultantes tem origem na perda de dgua [M-
H,0]" e da perda da cabeca de fosfatidiletanolamina [M + H-141]", bem como do acido gordo

correspondente como podemos ver na figura 32.
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Figura 28. Estrutura da lisofosfatidiletanolaminas m/Z 500.4 (20:5) e fragmentacdo e respetivo espectro
caracteristico de [M+H]" no modo positivo e em modo negativo.

A avaliacdo da quantidade foi realizada no modo negativo, apenas por um motivo de melhor
visualizacdo e determinacdo das quantidades dos diferentes iGes.

9.1.6 Esfingomielina

As esfingomielinas (SM) tém importantes funcdes na sinalizacdo celular e sdo constituintes das
membranas citoplasmaticas, nomeadamente, fazendo parte integrante dos dominios

membranares designados de “Lipid rafts”.

Na figura 33, relativa aos diferentes espectros, verificou-se que ndo se observa alteragGes

significativas para esta classe.
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Figura 29. Espectros de LC-ESI-MS de esfingomielinas no momento do enfarte (M1), ap6s um més deste ter
ocorrido (M2) e grupo controlo (CTR)

59



Biologia Aplicada- Biologia Molecular e Celular Resultados

Na Tabela 10 apresentamos os valores de m/z e as SM correspondentes, apresentando as SM
através da sua base de cadeia longa (LCB) e do acido gordo. A LCB mais frequente nas
esfingomielinas é a d18:1 que corresponde a esfingosina. Encontramos ainda a LCB d18:0 que
corresponde a esfingasina.

Tabela 8- Esfingomielinas mais abundantes encontradas no momento do enfarte, apés um més do enfarte ter
ocorrido, e grupo controlo.

[M+H]+ LCB C:N

703.6 dig8:1 | 16:0

731.6 di8:1 18:0

757.6 di18:1 | 20:1

811.7 di18:1 | 24:2

813.7 di18:1 | 24:1

815.7 d18:1 | 24:0

A fragmentacdo das SM é muito semelhante & das PCs, uma vez que, também as SM
apresentam o grupo colina na cabeca polar. A diferenca mais evidente entre estas duas classes
é o facto de os iBes da classe das SM apresentaram valor de m/z impar (em consequéncia de

possuirem massa molecular de valor par), ao contrdrio das PCs cujos iGes tém valor par.

Como anteriormente foi referido, ndo se encontraram alterac¢des significativas na analise dos
diferentes espectros, assim, realizou-se uma analise das quantidades dos diferentes ides e a
quantidade total desta classe nos diferentes grupos. De uma forma geral, verificou-se uma
diminui¢cdo no grupo EAM comparando com CTR e que em M2 ocorreu uma diminui¢cdo da
guantidade em relacao a M1. Verificou-se uma diminuicao significativa em M2 comparando

com M1 para o ido m/z 731.6 (figura 34A)

Observou-se uma maior quantidade relativa dos ides em CTR em comparacdao com M1 e M2.
Verificou-se uma diminuicdo significativa em M2 comparando com M1 para o ido m/z 811.7
(figura 34B). Relativamente 4 quantidade total, verificou-se uma menor quantidade em M1
comparando com CTR e o mesmo se verifica em M2 comparando com CTR (figura 34C).

Comparando os dois momentos, verificou-se uma diminuicao em M2 comparando com M1.
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Figura 30. Quantifica¢do da classe esfingomielina. (A) Quantidade dos diferentes ides da classe esfingomielina.
(B) Abundancia relativa dos diferentes ides; (C)- Quantidade total das esfingomielinas. M1-momento do enfarte;
M2- ap6s um més do enfarte ter ocorrido; CTR- grupo controlo. Diferencgas estatisticamente significativas foram
consideradas quando p< 0,05 (teste de Wilcoxon- c —-M1 versus M2).

9.2 Anadlise dos espectros de ESI-MS e ESI-MS/MS no modo
negativo

Como ja foi referido, existem alguns fosfolipidos que ionizam preferencialmente com formacao
de iGes negativos, nomeadamente formacdo de ides [M-H] . Estas classes sado as Pl e PE, sendo
analisados em ESI-MS e ESI-MS/MS no modo negativo. Antes da andlise dos espetros,

procedeu-se a determinac¢do das abundancias relativas de cada classe na totalidade das classes
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determinadas em modo negativo. Observou-se que as PEs e Pls sdo as classes mais
abundantes. No caso das LPEs estas estdo aumentadas em M1 e M2 comparando com o CTR.
No entanto. Para as PEs estas apresentam menor abundancia relativa em M1 e maior

abundancia relativa em CTR. As Pl sdo mais abundantes em M1 comparando com M2 e CTR

(figura 35).
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Figura 31. Quantidade relativa das LPE, PE e Pl presentes no soro de individuos enfartados (M1 e M2) e
individuos saudaveis (CTR)

Em seguida apresentamos e discutiremos, separadamente os espectros de cada uma destas
classes separadas por HPLC, para o grupo de enfartados, nos diferentes momentos e para o
grupo controlo, de forma a observar possiveis alteraces no perfil lipidico. Os resultados serdo
resumidos em tabelas com as espécies mais abundantes para as diferentes classes de
fosfolipidos.

9.2.1 Fosfatidilinositois

Os fosfatidilinositois sdo caracterizados, para além de serem constituidos por acidos gordos e
grupo fosfato, caracteristico dos fosfolipidos, contem um agucar, o inositol, ligado ao grupo

fosfato.

Na figura 36 apresentamos o perfil das Pls em M1, M2 e CTR. De uma forma geral, ndo se
observou alteracdes significativas. No entanto para o ido m/z 861.6 verificou-se um aumento

em M1 comparando com o M2 e CTR.

62



Biologia Aplicada- Biologia Molecular e Celular

Resultados

M1
g 885.6
] 886 6
50 887 6
B r BG1.6 =
1 8355 g9 4 8464 8515 8645 8765 8835 (||| 255 gos 4
0 o
100~ 8856 e
% ]
o 886 6
1 et s 87 .6
1 8355 ¢ §48.4  BSTE BE4 883.6 889 5
D:Mm-wmaaﬂ:&“_d— 45 S 6 _-'.'\-.-'\-fét?B ﬂ_ L _..u.—r_.:-'u'.ﬁ-g;% 4
100 933.0 CTR
: s 8B6.6
50 X 887 6
] 8336 6356 g4q2 8504 E:‘Tmﬁz 6  gr34 8834 | B88.6 gy 1
-M'LWHMWNW LAt s gy
(1 —eerperpeers Rl LA Rh bl R Bebd Rl A Rihd MESd LAY Rl M LA bl RALY bk Dbl LAY Rkt R M i AR BN bl RAR BAd R M )
830 2840 850 880 870 880 890

Figura 32. Espectros de LC-ESI-MS de fosfatidilinositois no momento do enfarte (M1), apés um més deste ter
ocorrido (M2) e grupo controlo (CTR)

Apresentamos, na tabela 11, os valores de m/z e as fosfatidilinositois correspondentes, bem

como a composi¢do em acidos gordos [96].

Tabela 9- Fosfatidilinositois mais abundantes encontradas no momento do enfarte, apés um més do enfarte ter

ocorrido, e grupo controlo.

[M-H]- C:N Espécies Moleculares
835.5 34:1 16:0/18:1
857.5 36:4 16:0/20:4
863.5 36:1 18:0/18:1
861.6 36:2 18:0/18:2
885.6 38:4 18:0/20:4
887.6 38:3 18:0/20:3

Na figura seguinte apresentamos a fragmentacgao caracteristica da classe das PI, exemplificado

pelo espectro de ESI-MS/MS do ido [M-H] da Pl 16:0/20:4, m/z 857.5 [21] [91].
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A fragmentacdo das Pl tém como pico caracteristico o ido de m/z 241 correspondente ao
grupo fosfato e do grupo da cabeca. Geralmente as Pl tém perdas de m/z 162 (m/z 695.4),
relacionadas com a perda do agucar (Figura 36). Na figura 36 podemos ainda observar o ido

m/z 553.3 e 601.4, que corresponde & perda do acido gordo 20:4 e 16:0 (Figura 37).
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Figura 33. Estrutura da fosfatidilinositois m/z 857.5 (16:0/20:4), fragmentacdo e respetivo espectro caracteristico
de [M-H]- no modo negativo.

Para os diferentes ides das PI, verificou-se que estes apresentam uma maior quantidade para
M1 comparando com M2 e CTR, com excec¢do para os ides m/z 857.5 e 887.6. No caso do ido
m/z 857.5, a quantidade nos diferentes momentos e no CTR é muito semelhante entre si. Para
o ido m/z 887.6 os valores da quantidade no grupo de enfartados sdo muito semelhantes,
apresentando uma ligeira diminuicdo em M1 comparando com M2. Registou-se uma maior

guantidade nos diferentes ides em M2 comparando com o CTR (figura 38A).

Os ibes m/z 885.6 e 887.6 sdo os mais abundantes em ambos os grupos, apresentando os
acidos gordos 18:0, 20:3 e 20:4. Em M1, os ides m/z 835.5, 857.5, 863.5, 861.6 apresentam
uma maior abundancia relativa em relacdo a M2 sendo significativo para o ido m/z 863.5. No
entanto, para o ido m/z 887.6, estda aumentado em M2 comparando com M1 e CTR. Pelo
contrario, o ido 857.5 esta aumentado em CTR comparando com M1 e M2 (figura 38B). A nivel
da quantidade total das PI, verificou-se um aumento da quantidade em M1 comparando com
M2 e CTR. Observou-se também um aumento da quantidade em M2 comparando com o CTR

(figura 38C).
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Figura 34. Quantificagdo da classe fosfatidilinositois. (A) Quantidade dos diferentes ides da classe
fosfatidilinositois. (B) Abundancia relativa dos diferentes ides; (C)- Quantidade total das fosfatidilinositois. M1-
momento do enfarte; M2- apds um més do enfarte ter ocorrido; CTR- grupo controlo. Diferengas estatisticamente
significativas foram consideradas quando p< 0,05 (teste Mann-Whitney U- a -M1 versus CTR; b —-M2 versus CTR;
teste de Wilcoxon- ¢ -M1 versus M2).

9.2.2 Fosfatidiletanolaminas

O modo negativos foi utilizado para a identificacdo dos acidos gordos, uma vez que permite
encontrar os ides produto de cada acido gordo. Na tabela seguinte apresentamos os valores de

m/z, o tipo de ido [M+H]" e [M-H]" e as etanolaminas correspondentes.
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Tabela 10-Fosfatidiletanolaminas mais abundantes encontradas no momento do enfarte, apés um més do enfarte
ter ocorrido, e grupo controlo.

[M-H] [M+H]" C:N

738.5 740.5 36:4

742.5 744.5 36:2

748.5 750.5 | 38:5p

752.5 754.5 38:3p

750.5 752.5 | 38:4p

762.5 764.5 38:6

790.5 792.5 40:6

Relativamente & quantidade de cada ido das PEs, registou-se que para o ido m/z 738.5 a
quantidade é maior para M1 seguido do M2 e menor em CTR, sendo significativamente maior
no grupo EAM comparando com CTR. Para os iGes m/z 742.5, 752.5, 790.5 (sendo significativo
para este) verificou-se uma diminuicdo em M1, comparando com M2 e CTR, sendo em M2
menor em relagdo ao CTR. Para os ides m/z 748.5, 750.5, 762.5, 766.5, 790.5, observa-se uma
maior quantidade em M2 comparando com M1 e CTR, sendo maior em M1 relativamente ao

CTR (figura 39A).

Relativamente a abundancia relativa, verificou-se que o ido 738.5 é o mais abundante no
grupo de enfartados. Para os ibes m/z 742.5, 752.5 e 790.5, estes apresentam uma diminui¢do
na abundancia relativa no grupo de enfartados em comparag¢do com o grupo controlo. Os
restantes iGes tem uma maior abundancia relativa no grupo de enfartados em comparagao
com o CTR (figura 39B). Em relacdo quantidade total, verificou-se um aumento em M2
comparando com M1 e CTR. Verificou-se um pequeno aumento em M1 relativamente ao CTR

(figura 39C).
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Figura 35. Quantificagdo da classe fosfatidiletanolamina. (A) Quantidade dos diferentes ides da classe
fosfatidiletanolaminas. (B) Abundancia relativa dos diferentes ides; (C)- Quantidade total das
fosfatidiletanolaminas. M1-momento do enfarte; M2- ap6s um més do enfarte ter ocorrido; CTR- grupo controlo.
Diferengas estatisticamente significativas foram consideradas quando p< 0,05 (teste Mann-Whitney U- a -M1
versus CTR; b —M2 versus CTR; teste de Wilcoxon- ¢ —-M1 versus M2).

9.2.3 Lisofosfatidiletanolaminas

Tal como as PEs, para as LPEs procedeu-se ao mesmo esquema de analise. Na tabela seguinte
apresentamos os valores de m/z, o tipo de ido [M+H]" e [M-H] e as etanolaminas

correspondentes.
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Tabela 11- Lisofosfatidiletanolaminas mais abundantes encontradas no momento do enfarte, apés um més do
enfarte ter ocorrido, e grupo controlo.

[M+H]" | [M-H] | C:N

478.3 476.3 18:1

480.3 478.3 | 18:0

500.4 498.4 | 20:5

502.3 500.4 | 20:3

504.4 502.4 | 20:2

526.4 524.4 | 22:5

No caso das LPE, verificou-se uma maior quantidade em M1 comparando com M2 E CTR,
exceto para o ido m/z 478.3. Verificou-se um aumento significativo para o ido m/z 476.3 em
M1 em comparagdo com M2. Este ido tem uma maior quantidade em M2 comparando com

M1 e CTR (figura 40A).

Os ides m/z 500.4 e 524.4 s3o predominantes em ambos os grupos, sendo constituidos pelos
acidos gordos 20:3 e 22:5. Na sua maioria, os ides apresentam uma maior abundancia relativa
em M1 em comparacdo com M2 e CTR, exceto para o iGo m/z 498.4 (figura 40B). A quantidade
total das LPE, observou-se uma maior quantidade em M1 comparando com CTR. No entanto
quando comparamos M1 e M2, verificamos que em M2 apresenta uma maior quantidade

(figura 40C).
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Figura 36. Quantificacdo da classe lisofosfatidiletanolaminas. (A) Quantidade dos diferentes ides da classe
lisofosfatidiletanolaminas. (B) Abundancia relativa dos diferentes ides; (C)- Quantidade total das
lisofosfatidiletanolaminas. M1-momento do enfarte; M2- apés um més do enfarte ter ocorrido; CTR- grupo
controlo. Diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando p< 0,05 (teste Mann-Whitney U-
a -M1 versus CTR; b —-M2 versus CTR; teste de Wilcoxon- c —M1 versus M2).

10 AVALIACAO DE PARAMETROS DA RESPOSTA IMUNE

Este trabalho inicia-se pela analise da caracterizacdo fenotipica, e caracteriza¢do funcional das
populacdes de mondcitos e células dendriticas num grupo de individuos que sofram enfarte
agudo do miocardio, no momento em que sofreu enfarte (M1), e apds um més deste episddio
(M2) e grupo de pessoas saudaveis (CTR). A andlise fenotipica baseia-se na expressdo do CD36
e a analise funcional consiste na avaliagdo da producdo e expressao das citocinas IL-6 e TNF-

Q, nas populagdes de células em estudo.
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10.1 Frequéncia de mondcitos e células dendriticas totais e suas
subpopulacoes

Neste estudo avaliou-se a frequéncia de mondcitos e DC, ou seja, determinou-se a
percentagem de cada populagdo em estudo no total das células do sangue e determinou-se
também a quantidade de cada populagdo por pL. Avaliou-se também a quantidade de células

brancas (WBC) no sangue periférico.

Na tabela 2, WBC é significativamente maior no M1 relativamente ao M2, sendo também mais
elevado comparando com o CTR. A frequéncia e a quantidade de DC no sangue periférico
foram significativamente inferiores nos individuos enfartados em ambos os momentos

comparando com CTR, sendo significativamente inferior no M1 comparando com M2.

Para as subpopula¢gdes mDC ndo se verificou alteragdes na frequéncia de células comparando
com M1 com o CTR, no entanto verificou-se uma diminuigdo significativa em M2 comparando
com CTR. Relativamente a quantidade, observou-se uma diminuicdo significativa em M1
relativamente ao momento M2 e ao grupo CTR, registou-se também uma diminuicdo

significativa no M2 comparando com CTR.

47°“CD16", verificou-se uma diminuicdo da

Quando se analisou a subpopulacdo de CDs CD1
frequéncia em ambos os momentos, M1 e M2, comparando com o CTR. Comparando os dois
momentos entre si do grupo de enfartados, observou-se uma diminuicdo significativa em M1.
Relativamente a quantidade, registou-se uma diminuicdo significativa em M1 comparando

com CTR. O mesmo aconteceu entre os momentos M1 comparando com M2.

No caso dos mondcitos, a frequéncia e a quantidade foram significativamente inferiores no
grupo M1 comparando com o CTR. Em relacdo ao momento M2, verificou-se uma ligeira
diminuicdo da frequéncia e na quantidade comparando com CTR. Observou-se também, uma
diminuigdo significativa da frequéncia e quantidade de mondcitos em M1 comparando com

M2.
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Tabela 12 - A andlise comparativa de células brancas, mondcitos, DCs e subpopulagdes de DCs (percentagem;
numero de células / puL de sangue periférico) no M1, M2 e CTR.

M1 M2 CTR
Cél. Brancas/pL 13.26 + 0.99% 6.91 + 0.47° 6.52 + 0.47

% de DCs 0.28 + 0.06% 0.77 + 0.06° 117 £ 0.09°
DCs/ uL 2220 + 4.73° 11520 + 12.13° 187.40 + 18.14°
% de mDCs 2310 + 4.09 15.70 + 1.71 20.90 + 1.91°
mDCs/ pL 460 + 11472 17.70 + 2.30° 37.10 + 3.30°
% de DC CD147"CD16" 62.40 + 5.23 75.70 + 2.10° 58.70 + 4.20°
DC CD147CD16"/ uL 1460 + 3.80° 87.50 + 9.42° 111.60 + 16.23
% de Monocitos 360 + 0.38° 550 + 0.5° 585 + 0.64

Monocitos/ pL 28270 + 33.67° 837.40 + 106.51°  954.10 + 14455

As percentagens apresentadas para as subpopulagées de DC foram obtidos no total DCs. Os resultados sdo
expressos em média da percentagem * desvio padrdo. Diferencas estatisticamente significativas foram
consideradas quando p< 0,05 (teste Mann-Whitney U- a -M1 versus CTR; b —-M2 versus CTR; teste de Wilcoxon- ¢ —
M1 versus M2).

10.2Producao de citocinas por mondcitos e subpopulacdes de

células dendriticas

Um passo importante na analise por citometria é a correta identificacdo das populacdes em
estudo. Os mondcitos foram selecionados, tendo em consideragdo que expressam CD33 e HLA-
DR na superficie da membrana celular e apresentarem um tamanho (dispersdo frontal- FSC) e

complexidade (dispersao lateral- SSC) entre os linfécitos e neutréfilos [97].

As DCs foram identificadas pela expressdo combinada de CD33 e HLA-DR e na auséncia de
CD14, CD19, CD56 e CD3 com um tamanho (FSC) e complexidade (SSC) entre aqueles de
linfécitos e mondcitos (Figura. 1A, B, C). Com base na expressdo de CD33 e HLA-DR, é possivel
identificar trés subpopulacdes de DCs: as mDCs apresentam um fendtipo de CD123%"/cD33"/
CD16 células, com forte expressio de HLA-DR; as DC CD147*CD16" sdo
CD123™/CD33™*"/CD16" com expressdo intermédia de HLA-DR; a ultima subpopulacdo, as
pDCs CD123+/CD33'/dim/CD16' com expressdo intermédia de HLA-DR (figura 10D, E, F, G) [97].
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Figura 37. Identificagdo da populagdo de células dendriticas bem como das subpopulagdes. (A)-(C) células
dendriticas totais. (D)-(G) Identificagdo das subpopulagées.

Apds a identificacdo das diferentes populagdes de células determinou-se a frequéncia de
producdo das citocinas, ou seja, a percentagem de cada populacdo de células a produzir as

citocinas em estudo.

Assim, avaliou-se a produgdo de TNF-a e IL-6 pelos mondcitos e subpopulagdes de DCs. A
producdo basal de TNF-o. pelos mondcitos do grupo de EAM (M1 /M2) é maior quando
comparando com o CTR, sendo este aumento da frequéncia significativo. No entanto,
verificou-se uma menor frequéncia da producdo da IL-6 pelos mondcitos nos individuos
enfartados comparando com o CTR. Observou-se, também, uma menor frequéncia de

mondcitos a produzir TNF-o e IL-6, ndo sendo significativo (figura 11).

Por outro lado, verificou-se um ligeiro aumento da produgdo de TNF-a pelas mDCs em M1
quando comparando com o CTR. No caso da IL-6, ocorreu um aumento significativo da
producdo pelas mDCs em M1 comparando com o CTR. Registou-se uma diminuicdo
significativa da produgdo das citocinas em estudo no momento M2 relativamente ao CTR e

também ao M1 (figura 11).

Relativamente as DC CD14'/’°WCD16+, verificou-se um perfil muito semelhante com as mDCs.
Assim, observou-se um aumento da produgdo de TNF-a e IL-6 em M1, sendo este aumento
significativo para a IL-6 comparando com CTR. No momento M2, verificou-se uma diminuicao
da frequéncia de produgdo das citocinas em estudo em compara¢cdo com M1 e CTR, sendo
significativo para a IL-6, comparando com CTR. Observou-se uma maior frequéncia de células a

produzirem TNF- e IL-6 no momento M1, no entanto baixaram no momento M2 (figura 11).
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Figura 38. Frequéncia de mondcitos e subpopulagdes de células detriticas que produzem TNF-o e IL-6 nos
diferentes momentos e diferentes grupos. M1- momento em que sofreram enfarte agudo do miocardio; M2- um
més apods terem sofrido o enfarte; CTR- grupo controlo. Diferencas estatisticamente significativas foram
consideradas quando p< 0,05 teste Mann-Whitney U- a -M1 versus CTR; b —=M2 versus CTR; teste de Wilcoxon- c —
M1 versus M2).

10.3Quantidade da expressao de citocinas por mondcitos e

subpopulagoes de células dendriticas

Para além da frequéncia, determinou-se a quantidade de citocinas produzidas por cada
populacdo de células em estudo (MFI). Quando se analisou a quantidade de citocinas
expressas pelas células, observou-se uma diminuicdo da expressdo das citocinas nos
mondcitos no M1 comparando com CTR. Verificou-se uma diminuicdo da quantidade de
expressao das citocinas em estudo, em especial da IL-6, no momento M2, quando comparado

com o CTR (tabela 3).

Relativamente as mDCs, registou-se uma diminui¢do da quantidade de TNF-o expresso no M1
e M2 relativamente com o CTR. No caso da IL-6, verificou-se um aumento significativo da
qguantidade de expressdao no M1 comparando com o CTR. Verificou-se também um aumento

significativo da quantidade no momento do M1 comparando com M2 (tabela 3).

Na subpopulacdo de DC CD147°"CD16*, observou-se um aumento da quantidade de expressdo
das citocinas, significativo para o TNF-a, no M1 relativamente ao CTR. Ocorreu uma

diminuicdo significativa da quantidade de IL-6 em M2 comparando com CTR. O mesmo
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aconteceu para o TNF-a, no entanto a diminui¢ao da quantidade nao é significativa. Verificou-
se uma diminuicdo significativa da quantidade de citocinas expressas no M2 comparando com

M1 (tabela 3).

Tabela 13. Quantidade de expressado de cada citocinas per célula nos diferentes grupos.

M1 M2 CTR
MFI MFI MFI
TNF 7240 + 1891 55.70 + 6.94 19420 + 66.40
Mondcito IL-6 3820 3.38° 4030 418 5417 5.47°
TNF 31.80 , 8.74 290 , 2.9° 109.11 , 70.61
mDC - . o N
IL-6 2556 + 3.03 00 + O 6.13 + 4.02
TNF 105.30 , 36.38° 3.00 , 3° 91.44 , 7537
DC CD14/CD16 IL-6 2367 , 3.62 .00 , O 1113 , 7.42°

Os resultados sdo expressos em média da intensidade de fluorescéncia + desvio padrdao. MFI- média de
intensidade de fluorescéncia; M1- momento em que sofreram enfarte agudo do miocardio; M2- Um més apds
terem sofrido o enfarte; CTR- grupo controlo. Diferengas estatisticamente significativas foram consideradas
quando p< 0,05 teste Mann-Whitney U- a -M1 versus CTR; b -M2 versus CTR; teste de Wilcoxon- ¢ =M1 versus
M2).

10.4 Avaliacao da expressao e frequéncia de CD36

O CD36 é uma glicoproteina transmembranar expressa nos mondcitos/macrofagos, células
dendriticas, entre outras. O CD36 reconhece certas moléculas enddgenas ou particulas, estas
incluem células apoptodticas, os segmentos de fotorreceptores (exteriores) e LDL oxidadas

(oxLDL).

Ao analisar a expressdao de CD36 pelos mondcitos, registou-se um aumento no grupo, EAM
com significado estatistico em M1 comparando com o CTR (figura 12). Comparando os dois
momentos do grupo EAM, observou-se uma ligeira diminuicdo da expressdao de CD36 no

momento M2 comparando com M1 (figura 12).
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Figura 39. Quantidade de expressdo de CD36 pelos mondcitos nos diferentes grupos. Os resultados sdo expressos
em média da intensidade de fluorescéncia. MFI- média de intensidade de fluorescéncia; Diferengas
estatisticamente significativas foram consideradas quando p< 0,05 (teste Mann-Whitney U); a -M1 versus CTR.

N3do se observou diferencgas significativas nos diferentes momentos e diferentes grupos na
expressao de CD36 nas subpopulacdes de células dendriticas. No entanto, verificou-se uma
ligeira diminuicdo na expressdo de CD36 na subpopulacdo DC CD147°*CD16* no momento M2

comparando com M1 e CTR (figura 13).
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Figura 40. Quantidade de expressdo de CD36 pelas subpopulagées de DCs nos diferentes grupos. Os resultados
sdo expressos em média da intensidade de fluorescéncia. MFI- média de intensidade de fluorescéncia; M1-
momento em que sofreram enfarte agudo do miocardio; M2- Um més apods terem sofrido o enfarte; CTR- grupo
controlo.
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11 DISCUSSAO

11.1Avaliagdo de parametros bioquimicos

Os elevados niveis de LDL e baixos niveis de HDL, elevam os riscos cardiovasculares [77] [78],
presumivelmente por predisporem a uma maior concentracdao de LDL na parede do vaso
sanguineo. Baixos niveis de fosfolipidos (PL) e colesterol ndo-esterificados tornam as pequenas
e densas particulas de LDL mais aterogénicas do que as particulas HDL, isto &, apresentam uma
maior facilidade em penetrar as camadas internas da artéria. Isto vai de encontro aos
resultados obtidos. Constatamos que os individuos que sofreram enfarte agudo do miocardio

apresentam niveis elevados de CT, LDL e TAG e baixos niveis de HDL.

Embora esteja bem estabelecido que os niveis de HDL correlacionam-se inversamente com a
incidéncia de doencas cardiovasculares, tem sido cada vez mais enfatizado que os niveis de
HDL ndo refletem necessariamente aspetos qualitativos e funcionais das lipoproteinas,

importantes para suas a¢des antiaterogénicas.

O transporte reverso do colesterol é considerado a principal fun¢do anti-aterogénico das HDL.
A perda de fungbdes das HDL no transporte reverso do colesterol pode contribuir para a
aterosclerose em estados inflamatdrios crénicos. Na verdade, a inflamagdo pode prejudicar a
fungdo diretamente HDL no transporte reverso do colesterol. Estudos sugerem que a
inflamacdo aguda altera a composicdo de HDL, com o aumento do catabolismo das particulas
de HDL. Assim, ao analisarmos os nossos resultados, verificamos uma diminuicdo de HDL em
M2 comparando com M1, supostamente relacionado com alteragdes nos habitos alimentares

ou resultado da inflamagdo causada pelo EAM (tabela 4).

A aterosclerose é iniciada pela interagdo das LDL com a parede da artéria. A fagocitose das LDL
pelos macréfagos leva 4 formacdo das células espumosas, processo central na iniciacdo e
progressdo das placas ateroscleréticas [98]. A oxidacdo de LDL é outra modificagdo que pode
contribuir para o efeito aterogénico da LDL [79], isto ndo esquecendo que a dieta rica em
colesterol e triglicerideos é muito importante para o aumento dos niveis de LDL na corrente
sanguinea. Também a medicacdo pode ser considerada como fator justificativo da descida dos
niveis de CT, LDL e TAG em EAM comparando com CTR. No entanto, no CTR verificdmos que
apresentam valores altos de CT, LDL e TAG. Neste caso, ndo nos é possivel concluir se estes
individuos apresentam algum indice de aterosclerose ou fazem algum controlo alimentar/

dieta (tabela 4).
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A PCR é um biomarcador frequentemente avaliado, visto que é um membro da familia das
pentraxinas pertencentes a imunidade inata e um marcador de fase aguda. A sintese da PCR é

essencialmente hepatica, sob influéncia de citocinas, tais como a IL-6 e o TNF-Q..

Nos nossos resultados verificou-se um aumento dos niveis séricos da PCR, podendo este
aumento ser justificado pela necrose que ocorre no miocardio (tabela 4). A necrose do tecido é
um estimulo potente de fase aguda, que apds enfarte agudo do miocardio, gera uma grande
producdo de PCR, a magnitude do qual reflete a extensdo da necrose no miocardio. Além
disso, o pico de PCR ocorre cerca de 48 horas apds o inicio do infarto do miocardio [99]. A PCR
é importante na imunidade inata uma vez que quando esta ligada a macromoléculas, vai ser
reconhecida por Clq e ativa a via cldssica do complemento [99]. A PCR liga-se com uma alta
afinidade aos residuos de fosfatidilcolina, ligando-se também a uma grande variedade de
ligantes autdlogos e extrinsecos. Os ligantes autdlogos incluem lipoproteinas modificadas,
células danificadas das membranas, células apoptéticas e uma série de diferentes fosfolipidos
e compostos relacionados, Por sua vez, os ligantes extrinsecos incluem glicanos, fosfolipidos e
outros constituintes de micro-organismos, como por exemplo, componentes capsulares de

bactérias.

Sabemos, que os niveis de PCR estabilizam ao fim de trés meses, podendo estar relacionado
com o tempo necessario para a cicatrizagdo das lesGes coronarias [51], isto explica os nossos
resultados obtidos. Verificamos que em M2 ocorreu uma diminui¢cdo da PCR em relagdo a M1,

no entanto os valores de PCR em M2 sdo elevados em comparacdo com o CTR (tabela 4).

11.2 Stress oxidativo e peroxidacao lipidica

Sabe-se que as espécies recativas de oxigénio (ROS) podem desempenhar um papel
importante na patogénese do enfarto do miocardio. As ROS sdo capazes de reagir com lipidos
insaturados e de iniciar as reacGes de peroxidacdo lipidica nas membranas celulares [69]. O
aumento do stresse provoca o aumento na peroxidacdo lipidica, o que pode justificar os
nossos resultados com o método de FOX (figura 15). Como sabemos, a peroxidac¢do lipidica
causa alteragdes na homeostase do organismo, uma vez que estd envolvida no dano celular e
tecidual, bem como em doencas neuroldgicas. As ROS podem desempenhar um papel

importante na patogénese do enfarto do miocardio [69].

A oxidacdo dos fosfolipidos pode originar numerosos produtos de oxidacdo, e é sabido que
diferentes espécies oxidadas podem ter diferentes fungdes nos sistemas bioldgicos. Dentre

estes produtos, os mais estudados sdo: isoprostanos, hidroperéxidos lipidicos, aldeidos,
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fosfolipidos oxidados e produtos produzidos durante os processos bioquimicos de oxidagdo do
colesterol [13]. O método de FOX apenas quantifica os hidroperoxidos lipidicos, apenas um

produto resultante da oxidacao lipidica.

Nos nossos resultados da quantificacdo da peroxidacdo lipidica, verificamos um aumento no
grupo EAM, o que era esperado tendo em atenc¢do o que acabou de ser descrito. Verificamos
também que em M2 hd um valor mais elevado da peroxidacao lipidica do que em M1. Tendo
em atengdao um estudo realizado em que quantificavam um produto especifico da peroxidagdo
lipidica, o malondialdeido, verificam que ao final de 4 horas ocorria um aumento da
concentragdo, mas que depois, ate as 12 horas esta concentragao diminuia. A partir das 12
horas voltava a aumentar a concentracao atingindo um pico as 24 horas, mantendo-se depois,
uma concentracao constante [100]. Assim, a causa da diminuicdo da concentracdo em M1
comparando com M2 pode estar relacionada com o momento da colheita do sangue
periférico, visto que ndo ha um controlo desde os primeiros sintomas de EAM até ao momento

de colheita das amostras.

A moléculas modificadas oxidativamente ativam padrdes de reconhecimento de recetores do
sistema imune inato, desencadeando respostas inflamatdrias. Em apoio a esta hipdtese,
mostrou-se que deficiéncia de Toll-like receptor (TLR) 2 em ratinhos teve fung¢ao de protecdo
em varias doengas inflamatdrias ndo-infeciosas, incluindo a aterosclerose, lesdo de reperfusdo
e diabetes [101]. Os 4acidos gordos tém sido implicados como ligandos enddgenos que ativam
TLR4 e TLR2 uma vez que os fosfolipidos oxidados assemelham-se a ligandos bacterianos que
induzem a sinalizagdo dependente de TLR [101]. Outros recetores que tém sido implicados
mediacdo dos efeitos de fosfolipidos oxidados tais como o recetor de VEGF 2, S1P1,

prostaglandina E2, e PAF [101].

11.3 Analise do extrato lipidico por ESI-MS e MS/MS

As mudangas de estilo de vida, sejam elas a nivel de altera¢bes de habitos alimentares ou
adocdo de um estilo de vida sedentdrio, contribuem para o desenvolvimento de doencgas
crénicas. A obesidade, a diabetes mellitus e a hipertensdo arterial sdo alguns dos exemplos
mais comuns na esfera do conhecimento da sociedade. As consequéncias ou as causas para
estas doengas cronicas estdo muitas vezes relacionadas com alteracGes lipidicas,

hipercoagulabilidade e risco mais elevado de doencas cardiovasculares.
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Devido ao grande nuimero de classes de lipidos possiveis de encontrar e a complexidade das
diferentes espécies, a analise lipidica de amostras de soro é ainda alvo de grandes obstaculos
[5]. Este trabalho centrou-se na identificacdo de alteracGes no perfil lipidico no soro de
pacientes que sofreram enfarte agudo do miocardio, comparando com os mesmos pacientes
um més apods o episddio de enfarte agudo do miocardio, e comparando também com um
grupo de individuos saudaveis. Este estudo podera contribuir para novas descobertas e um
melhor conhecimento desta patologia e da sua evolugdo, contribuindo para uma melhor

prevencao no desenvolvimento de doencas.

N3o nos podemos esquecer que a biossintese de lipidos/ fosfolipidos é uma rede de varias
reacoes ligadas entre si. O acido fosfatidico esta na origem da sintese dos varios fosfolipidos
por via de dois mecanismos diferentes. O primeiro envolve a hidrdlise do grupo fosfato pela
enzima 4cido fosfatidico fosfatase, a partir do acido fosfatidico para produzir diacilglicerol,
sendo este Ultimo utilizado nas vias de biossintese subsequentes para a PC e PE. O
diacilglicerol também é o precursor para a forma principal de armazenagem de energia, o TAG.
O segundo mecanismo, através do qual o dacido fosfatidico é usado para sintetizar os
fosfolipidos, como as PI, utiliza o trifosfato de citidina (CTP) como fonte de energia e cria uma
molécula de CDP-diacilglicerol. No geral, este mecanismo permite a substituicdo do grupo de
fosfato do acido fosfatidico por outros grupos fosfato funcionais para formar fosfatidilglicerol,

fosfatidilinositol ou cardiolipina (também conhecido como difosfatidilglicerol) (Figura 41).

Os glicerofosfolipidos (GPL) sdo absorvidos quase na sua totalidade (> 90%) no intestino. No
[tmen, a maior parte deles sdo hidrolisados em sn-2 pela fosfolipase A2, sendo de seguida
absorvidos pelos enterdcitos (células do intestino delgado) como acidos gordos livres e
lisofosfolipidos. Ambos podem ser reesterificados, ou seja, convertidos em GPLs para entrar na
corrente sanguinea e incorporarem-se nas lipoproteinas. No entanto, tem sido assumido que
quase 20% dos fosfolipidos intestinais sdo absorvidos passivamente e sem hidrdlise,

preferencialmente incorporados diretamente em lipoproteinas de alta densidade (HDL) [102].

Os GPLs, quer de origem vegetal, quer de origem animal, contém predominantemente um
acido gordo insaturado em sn-2, como seja o acido oleico, o acido linoleico, o acido
araquiddénico (geralmente de origem animais) com ac¢do pro-inflamatério ou o acido
eicosapentaendico (geralmente de origem marinha) com acdo anti-inflamatério. Em sn-1,

encontra-se um acido gordo saturado, tais como 4cido estearico ou acido palmitico [102].
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Figura 41. Vias da biossintese dos fosfolipidos. Mecanismo de que envolve a hidrdlise do grupo fosfato pela
enzima acido fosfatidico fosfatase (PAP) e o mecanismo utilizando o trifosfato de citidina (CTP). PA- acido
fosfatidico; TAG- triglicerideos; DAG- diglicerideos; PE- fosfatidiletanolamina; LPE- lisofosfatidiletanolamina; PC-
fosfatidilcolina; LPC- lisofosfatidilcolina; PS- fosfatidilserina; SM- esfingomielina; PI- fosfatidilinositol; PIP-
fosfoinositideos fosforiladas; LPCAT1- lecitinina-colesterol aciltransferase.

Os glicerolipidos sdo os lipidos mais abundantes no plasma, sendo os TAG os mais abundantes.
A concentracdo absoluta de TAGs é dependente da ingestdo de alimentos, sendo a sintese e
associacdo de TAG em lipoproteinas o maior mecanismo pelo qual estes lipidos sdo
distribuidos para os tecidos no corpo. Sendo a dieta uma fonte de acidos gordos que sdo a
base dos TAG, justifica a maior quantidade de TAG determinada por MS e analise bioquimica
em M1 e CTR comparando com M2 (tabela 4 e figura 21). Nos nossos resultamos, registou-se
uma diminui¢do da quantidade de TAG em M2 comparando com M1 que pode ser o resultado
da alteracdo da dieta destes individuos, mas também pode ser resultado do processo

inflamatdrio, uma vez que os TAG por acdo da fosfolipase A2 sdo os percursores do acido

araquiddnico (20:4) (tabela 4 e figura 21).

7

O 4acido araquiddnico é importante para a sintese de uma grande pandplia de mediadores
lipidicos de grande importancia na fisiologia e patologia humanas, tais como em processos
inflamatdrios. Geralmente denominados de eicosandides de entre os quais se encontram:
prostaglandinas, leucotrienos. O acido araquidénico é um 4cido gordo importante,

especialmente no cora¢do, uma vez que é o precursor dos eicosandides, os quais sdo
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moléculas extremamente importantes na inflamagdo. O aumento em eicosandides estd
relacionado com o desenvolvimento de muitas doencas, incluindo as doencas
cardiovasculares. Tendo atencdo que a inflamagdo provoca alteracdes a nivel da lipidémica, a
diminuicdo de TAG em M2 comparando com M1 também pode ser devida a os TAG serem
convertidos em DAG e serem convertidos em fosfolipidos como as PEs ou PCs. O TAG que
apresentam 52 carbonos e sejam polinsaturados sdo os mais abundantes no plasma humano
[5]. Neste trabalho, verificou-se que os TAG com 50 e 52 carbonos sdao os mais abundantes

(tabela 5 e figura 21B).

A maioria esmagadora de glicerofosfolipidos no plasma humano sdo PCs, como se verifica no
nosso estudo. Embora seja especialmente abundante nas HDL, influencia fortemente os niveis
de todas as classes de lipoproteinas em circulagdo em, especialmente, das VLDL. Foi
demonstrado que as HDL apresentam uma funcdo de proteger do coracao de lesdes de
isquemia e reperfusdo. A protecdo é dependente da quantidade de HDL. Um estudo utilizando
HDL reconstituidos em que utilizaram os principais componentes, Apo-proteina A-l e
fosfatidilcolina, demonstrou que as PCs apresentaram acao protetora no coragao, podendo ser
este o motivo de em M1 se verificar um aumento da quantidade das PCs em comparagao com
CTR (figura 18 e figura 25C). Para além disso, o aumento da quantidade das PCs em M1
também pode ser explicada pela diminuicdo das SM, uma vez que SM sdo um percursor das

PCs (Figura 18).

Os lisofosfolipidos sdo originados pela acdo das fosfolipases nos PL originando ndo sé os
lisofosfolipidos mas também 4dacidos gordos, que geralmente sdo o percursor do acido
araquiddnico. Os lisofosfolipidos sao lipidos biologicamente ativos que estdo envolvidos numa
variedade de processos importantes, incluindo proliferacdao celular, migracao celular,
angiogénese, e inflamagdo [103]. As lisofosfatidilcolina (LPC), que tem origem da ac¢do da
fosfolipase A2 sobre as PC, desempenha um papel funcional em varias doencas, incluindo a
aterosclerose, diabetes, e cancro [103] e sdo um componente importante da oxidagdo das

OxLDL.

A hidrdlise na posi¢do sn-2 dos acido gordo de fosfatidilcolina, pela fosfolipase A2,resulta em
acidos gordos que pode ser metabolizado em varios eicosandides pré-inflamatérios, bem
como em LPC [104]. As principais espécie de LPC sdo 16:0, 18:2, 18:1 e 18:0 e as menores
espécies de LPC 14:0, 15:0, 16:1, 17:0, 20:4, 20:3, 22:6 e 22:5. No nosso estudo verificou-se
que a espécie LPC 16:0 é a mais abundante (figura 28B). Estudos demonstraram um aumento

das espécies saturadas 16:0 e 18:0, pode ser um resultado de lecitina-colesterol aciltransferase
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(LCAT) ou por ativacdo da fosfolipases A2, ambos os quais podem hidrolisar fosfatidilcolina na

cadeia acil insaturada na posi¢do sn-2 para gerar LPC saturado [103].

A LCAT é uma enzima presente na HDL que participa no transporte do colesterol dos tecidos
extra-hepdticos para o figado, o chamado transporte reverso do colesterol. Dessa forma, a
acdo da LCAT diminui a quantidade de colesterol no sangue e celular livre. Qualquer disfun¢do
dessa enzima pode provocar riscos a saude que s3o consequéncia dos altos indices de

colesterol no organismo.

As LPC sdo produzidas a partir da hidrdlise de fosfatidilcolina oxidada nas LDL pela fosfolipase
A2, como ja foi referido, e estes compostos sdo abundante em lesdes aterosclerdticas bem
como em varias doencas, incluindo lipus eritematoso sistémico, o cancro do ovario e sepsia
[105], assim as LPCs poderam ser utilizadas como um marcador para a aterosclerose ou outras
doengas inflamatdrias [105], isso explica o aumento das LPC em M1 comparando com CTR

(figura 28C).

As LPC formadas pela fosfolipase A2 promove efeitos inflamatérios, tais como a expressdo de
moléculas adesdo pelas celulas endotelias, fatores de crescimento, quimiotaxia e ativacdo de
mondcito /macréfagos [103]. O que leva & migracdo dos mondcitos e DC e a uma diminuicdo

da frequéncia destas células no sangue, como verificamos (tabela 2).

As LPC podem ter papéis opostos na inflamag¢do aguda versus crénica [104]. As LPC podem
promover a diferenciacdo de mondcitos em células dendriticas madura, um efeito associado a
inibicdo completa da via PPAR- y, podendo induzir também a quimiotaxia das células natural

killer T (NKT) em repouso [104].

Foi demonstrado que o comprimento da cadeia acil de LPC é importante para o efeito
estimulante, uma vez que nenhum efeito foi evidente quando a cadeia acil é inferior a 16
carbonos. A saturacdo é também um fator importante, uma vez que LPC 18:0 alegadamente
tem um efeito muito mais poderoso do que 18:1 [106]. E sabido que a presenca da LPC 16:1 no
sangue estd associada com a presenca de diabetes [105]. As LPC sdao um dos marcadores
promissores, uma vez que é um metabolito da a¢do da atividade da fosfolipase A2 por meio da

hidrolise da fosfatidilcolinas [105].

Um outro glicerofosfolipido presente nas lipoproteinas é as PEs em particular nas LDL. No
plasma humano, as PEs compdem cerca de 5% a 6% do total de fosfolipidos. Uma das
diferencas mais proeminentes no perfil lipidico entre o grupo EAM e o grupo CTR é a

concentracdo de PE ser mais elevada em individuos com EAM (figura 39). Esta alteracdo pode
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estar relaciona com a resposta imune, uma vez que é sabido que as PEs tém a capacidade de
modelar a resposta de mondcitos e células dendriticas independente das PE estarem oxidadas

[107], esta modelagdo pode passar pela producdo de citocinas por estas células.

Os principais fosfolipidos de VLDLs no plasma sdo a PC, e SM. No entanto, quando a lipdlise
(processo pelo qual ha a degradagdo de lipidios em acidos gordos e glicerol) é bloqueada, os PL

mais abundantes das VLDLs recém-formadas sdo PC e PE.

As PEs, por acdo da fosfolipase A2 podem perder um acido gordo e originar LPE, mas as PEs
também podem originar fosfatidilserina, o que podera explicar a diminui¢do da quantidade em
M1 em comparacdao com M2. As LPE sdo encontradas nos tecidos em pequenas quantidades,
por esse motivo, sdo poucos os trabalhos relativos a LPE, limitando assim as informacdes e
conhecimento sobre este lisofosfolipido. E sabido que as fosfolipases A2 apresentam uma
maior atividade em condi¢des de stresse, assim, seria esperado obter uma maior quantidade
de LPE no grupo EAM em relagdao a CTR, e foi isso que se verificou. As LPE sdo formadas por
hidrélise de fosfatidiletanolamina pela enzima fosfolipase A2, como parte de um ciclo. O
aumento verificado no grupo EAM em compara¢do com o CTR, pode estar relacionado com o

facto de existirem mais quantidade de PE no EAM do que CTR (figura 35).

A fosfolipase A2 cataliza a hidrolise do acido gordo na posicdo sn-2, libertando &acido
araquiddnico e iniciando a via metabdlica da cascata do acido araquiddnico, importantissimo
no processo inflamatdrio. O acido araquidémico é a base para a sintese de eicosandides, os

quais sdo moléculas extremamente importantes na inflamagdo, como ja foi referido.

Os esfingolipidios desempenham um papel importante na proliferagado, sobrevivéncia e morte
celular. No total do contelido das SM, esta classe sofreu uma diminui¢do. A desregula¢do do
metabolismo dos esfingolipidos leva a progressdo de varias doencas tais como doencas

cardiovasculares, neurodegenerativas, inflamacgao crénica e cancro.

Os 4acidos gordos das SM variaram em comprimento de cadeia 13-28 atomos de carbono, dos
quais mais da metade estdo saturados, cerca de 20% sdao monoinsaturada sendo a SM 24:1 a
mais abundante, e existem pequenas quantidades de 4cidos gordos com duas liga¢des duplas,
cerca 3%, e com trés, menos que 1% [5], como podemos observar nos nossos dados (tabela

10).

Neste trabalho encontrou-se essencialmente a esfingosina 1-fosfato d18: 1 (d indica a

presenca de dois grupos hidroxilo, seguido por o comprimento da cadeia e do nimero de
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ligacdes duplas), no entanto, podem-se encontrar também as espécies d16: 1 a d19: 1 mas em

menores quantidades [5].

Sabe-se que a esfingomielina acumula-se nas placas aterosclerdtica e que a principal fonte sao
as lipoproteinas plasmaticas [98]. Os niveis de SM estdo aumentados em individuos que tem
hiperlipidémia, especialmente em individuos com aumento de colesterol [98], no entanto, no
nosso trabalho verificamos o contrdrio. Verificamos que ocorre uma diminuicdo das SM no
grupo EAM em comparac¢do com o grupo CTR. Isto pode estar relacionado com o aumento das

PC no grupo EAM, uma vez que SM sdao um percursor das PC.

Foi demonstrado que os niveis plasmaticos de SM sdo maiores em casos de doencas
cardiovasculares que nos controles [98], no entanto, no nosso trabalho, isso nao se verificou,
mas esta diminuicdo pode estar relacionada com o facto das SM serem um precursor das PC
(figura 18 e figura 34). Ao contrario do que acontece com outros fosfolipidos no plasma, como
as PCs, as SM ndo sdao degradadas por enzimas plasmaticas como a lecitina, colesterol

aciltransferase, ou por lipases [98].

A esfingomielina em condi¢cbes de stresse, podem originar ceramida e esfingosina como
produtos ou esfingosina 1-fosfato. A esfingosina pode ser rapidamente fosforilada para
esfingosina 1-fosfato pela esfingosinaquinase (SK). O diferentes produtos resultantes da
esfingomielina podem apresentar diferentes fungdes, por exemplo as ceramidas e esfingosina
geralmente inibem a proliferacdo e promover a apoptose, enquanto que a esfingosina 1-
fosfato estimula o crescimento e inibe a apoptose [108]. Os resultados obtidos num estudo em
ratos mostram que o enfarte do miocardio produz profundas alteragées no metabolismo dos
esfingolipidos [108]. Estad descrito que nas primeiras horas apos enfarte ocorre uma

dimunuicdo de esfingosina 1-fosfato [108].

As Pls sdo muito importantes em eventos de sinalizacdo. Estas moléculas pode ser fosforiladas
formando as moléculas fosfoinositideos fosforiladas (PIP), que variam nas suas funcdes de
acordo com a posicdo da fosforilacdo no grupo da cabeca inositol. Estas moléculas sdo
extremamente importantes uma vez que sao responsaveis por desencadear uma cascata de
sinalizacdo, desempenhando um papel importante no metabolismo da célula e eventos
apoptéticos. As Pl sdo um grupo de fosfolipidos amplamente distribuidos na natureza e estdo
envolvidos em eventos de sinalizagao intracelular. O metabolismo do inositol estd envolvido na
traducdo de sinal de algumas hormonas, neurotransmissores e fatores de crescimento. A
classe das Pl é o percursor de importantes moléculas de sinalizagdo que modulam o

crescimento da célula, a proliferagcdo e morte celular.
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Estudos com Pl demonstraram um aumento destas em doencas cardiovasculares comparando
com o grupo controlo, para algumas espécies, particularmente para 36:4, 38:4, e 40:4 [64]. A
diminuicdo na abundancia relativa pode sugerir que a cascata de sinalizagcdo, na qual as Pl
estdo envolvidas, pode ser ativada e podem também formar mais moléculas de sinalizacao,
desde que sejam percursores do PIPs, a qual tem um papel importante em doengas e

modula¢do da morte celular.

Nos nossos resultados, verificamos um aumento da frequéncia das Pl em M1 comparando com
M2 e CTR (figura 34). A relevancia destas observagdes pode residir no facto da PI, através da
acao da fosfolipase A2, é a fonte primdria de acido araquiddnico, o qual é necessario para o a
biossintese de prostaglandinas e outros eicosandides que estdo envolvidos na ativagdo de
mondcitos e macréfagos e associada com a producdo de metaloproteinases da matriz, uma

caracteristica da instabilidade da placa aterosclerdtica [64].

11.4Avaliacdo de parametros da resposta imune.

11.4.1 Frequéncia de mondcitos e células dendriticas

O enfarte agudo do miocardio esta associado a uma resposta imune, por um lado, a uma
resposta imune associada a patologia aterosclerose [74] e por outro lado a uma resposta

inflamatdria aguda que ocorre no momento do dano tecidual.

A aterosclerose tem inicio quando o endotélio expressa moléculas quimiotacticas e de adesao,
que recrutam leucdcitos. Em conjunto com as células endoteliais, promovem, por exemplo, a
producdo de fatores de crescimento e citocinas inflamatdrias que favorecem a formacao da
placa aterosclerdtica, culminando com a rutura desta mesma placa, desencadeando-se assim o
processo do EAM. A percec¢do do inicio deste processo, simplifica-se com a compreensao do
conceito de aterosclerose. Trata-se pois de uma resposta inflamatdria crénica da parede
arterial. Como tal, é de esperar o aumento do numero de mondcitos, isto é, o

desencadeamento da monocitose.

O objetivo da reacdo de fase aguda, da resposta inflamatdria, tem como finalidade restaurar,
assim que possivel, a homeostase. Para tal torna-se necessario neutralizar o desafio
subjacente. Este resultado é conseguido através do isolamento e destruicdo das moléculas
prejudiciais e da ativagdo do processo de reparagdo. A reacdo de fase aguda inclui uma vasta
gama de alteragbes locais e distantes do local da inflamagdo, estimulando alteragOes

neuroenddcrinas, hematopoiéticas, metabdlicas e/ou hepaticas [109]. Para ser vantajosa, a
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reacdo de fase aguda deve eliminar a causa da inflamagdo dentro de um curto periodo de
tempo e numa drea localizada, este é conseguida através de uma complexa série de eventos
caracterizada pelo recrutamento local de leucécitos, em primeiro de neutrofilos, seguida pelos
mondcitos/macréfagos, ou seja, levando a um aumento da quantidade de leucdcitos (WBC),

como se reflete no nosso estudo (tabela 2).

O processo desenvolvido na resposta inflamatdria é importante para a reabilitacdo e formacao
de cicatriz, podendo no entanto, levar a lesGes do miocardio. As lesdes de reperfusdo do
enfarte agudo do miocardio, ou seja, as altera¢des funcionais e estruturais que se tornam
aparentes durante o restabelecimento do fluxo sanguineo apds um periodo de isquemia,
exibem uma melhor resposta inflamatdria e sdo associados a uma melhor reparacdo cardiaca e

sobrevivéncia do paciente [110].

As células necréticas resultantes da lesdo provocada no miocardio desencadeiam uma série de
consequéncias. De entre estas, destacam-se a formacdo de uma cascata inflamatdria
purificadora das células mortas e detritos de matriz, e a reparacdo/restauragdo dos tecidos
danificados, incluindo-se aqui a formacdo da cicatriz na zona do enfarte. Torna-se
imprescindivel realgar que uma resposta inflamatdria inadequada ou excessiva pode levar a
uma desajustada reparacdo dos tecidos [111]. Deste modo, as células do sangue periférico
exibem uma dindamica importante na migracdo para o tecido do miocardio, no controlo da
inflamacao e na recuperacao deste mesmo tecido [111]. Isto explica que durante M1, as
populacdes de mondcitos e DCs estejam alterados em quantidade e frequéncia, quando
comparados com o grupo de individuos saudaveis (CTR) (tabela 2). Os mondcitos/macréfagos
dominam o infiltrado celular no miocardio lesionado que pode explicar a menor frequéncia no
sangue periférico de mondcitos [112]. Os mondcitos, integrantes do sistema imune inato, sdo
das primeiras células a responder durante a lesdo. Acumulam-se rapidamente nos tecidos, de
modo a eliminar os tecidos mortos ou lesionados [112]. Com isto, é-nos possivel afirmar que

os resultados por nés obtidos, estdo de acordo com o que era esperado (tabela 2).

Neste estudo, as DCs do sangue periférico apresentam baixa frequéncia em pacientes que
sofreram enfarte agudo do miocardio (tabela 2). A primeira explicacdo poderd remeter-nos
para o aumento do recrutamento das DCs para as placas ateroscleréticas, por via da ativacdo

de células endoteliais ou devido a ativagdo por fatores pré-aterogénicas [113].

No que diz respeito particularmente ao subconjunto DC CD147*CD16°, verificou-se um
aumento da frequéncia no M2 quando comparado com M1, o que indica que estas células sdo

mobilizadas apds o enfarte (tabela 2). Varios estudos tém demonstrado uma predominancia
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de mondcitos nos primeiros 4 dias, ao invés da subpopulacdo de DC cD147°"cD16" que
prevalece a partir do quinto dia[112, 114]. No entanto, ndo nos podemos esquecer que muitos
dos fatores de risco inerentes as doencas cardiovasculares, sejam eles os altos niveis de LDL,

oxLDL, radicais livres, PCR ou nicotina, levam a altera¢des da maturacdo de DCs [113].

11.4.2 Producao de citocinas por mondcitos e células dendriticas

Avaliou-se, por citometria de fluxo, a producdo de TNF-a e IL-6 por mondcitos e DCs. Esta
técnica permite avaliar a producdo destas citocinas, exclusivamente produzidas pelas
populacdes de células em estudo, visto que as citocinas podem ter varias origens,
nomeadamente no tecido adiposo [35]. Assim, é garantido que os resultados das citocinas sdo

referentes aos mondcitos e DCs.

A resposta inflamatdria mediada por citoquinas, como por exemplo o TNF-a e IL-6,
desempenha um papel importante apds M1. Os macréfagos produzem citocinas que
estimulam a proliferacdo de fibroblastos, a produgao de colagénio, e promovem a monocitose.
Os macroéfagos sintetizam, juntamente com os mondcitos, uma grande variedade de fatores
humorais. Incluimos aqui uma vez mais o TNF-a e a IL-6, importantes citoquinas incentivadoras

para a producdo de PCR no figado [115] [116].

Um dos aspetos da fase aguda que mais interesse desperta é a variagdo na concentragdo de
proteinas plasmaticas, conhecidas como proteinas de fase aguda. Por proteina de fase aguda
entende-se um aumento da concentragao no plasma ou diminuigdo em pelo menos 25%
durante os disturbios inflamatérios [109]. As proteinas de fase aguda incluem IL-6, IL-13, TNF-a
e interferon-y. Estes sdo produzidos por uma grande variedade de células, sendo os
macréfagos e mondcitos nos locais de inflamagdo as fontes mais importantes [109],
justificando deste modo os resultados obtidos no presente trabalho: maior frequéncia de

producdo das citocinas pelos mondcitos e DC no grupo EAM comparado com CTR (figura 11).

Os macrofagos sdao fundamentais para o inicio da resposta inflamatdria, particularmente da
resposta imune inata, por meio da secrecdao de radicais livres, proteases, fatores de
complemento e citocinas. Por outro lado, poderao iniciar a resposta imune adaptativa, por via
da apresentacdo de antigenos as células T e pelo aumento da producdo de citocinas. A
inflamacdo ndo estd presente apenas na formacdo do ateroma, contribuindo também de
forma decisiva para desencadear as complica¢Ges trombdticas agudas [75], como observavel

nos nossos resultados.
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Estudos tem confirmado a associagdao do TNF-a com a insuficiéncia cardiaca e com a isquemia
e a reperfusdo do miocardio [40]. Numa amostra de 94 individuos portadores de doencas
cardiovasculares, quando comparados com outra amostra composta por 20 individuos
saudaveis, verificou-se uma associagdo positiva entre os niveis de TNF-ot e a doenga coronaria
[41]. Outro estudo demonstrou que apds 9 meses da ocorréncia do EAM, os pacientes com

niveis elevados desta citocina, apresentaram um maior risco de recorréncia de EAM [42].

O TNF-a interfere diretamente com as vias metabdlicas de TAGs e colesterol. Deste modo, o
TNF-a0 aumenta os niveis de TAG plasmatico, ampliando a concentra¢cdo de acidos gordos
(substrato para a sintese de TAG), pela diminuicdo da depuragdo de lipoproteinas ricas em
VLDL [117].Por outro lado, o TNF—o. aumenta a produgdo de acidos gordos a partir do tecido
adiposo. No tecido adiposo, estudos in vitro tém vindo a demonstrar que o TNF-o estimula a
lipdlise. Este efeito é mediado principalmente através do recetor | do TNF e envolve a ativagao
de varias cinases. Varios sdo os caminhos através dos quais o TNF-a. exerce os seus efeitos
lipoliticos. Além das modificagbes que ocorrem no metabolismo do TAG, o TNF-a poderd

também interferir nas vias metabdlicas de colesterol [117].

Os mecanismos através dos quais o TNF-a tem efeito sobre o metabolismo do colesterol sdo
complexos e acontecem em diferentes niveis, incluindo os hepatdcitos e células periféricas,
tais como as células endoteliais [117]. Nos primatas, o TNF-a é capaz de levar a uma
diminuicdo das concentragdes de HDL. Além disso, a composicdo de lipoproteinas pode ser

alterada dependendo da acdo do TNF [117].

Varios estudos tém vindo a demonstrar uma reduc¢do dramatica na dimensdo da area afetada
pelo enfarte com a administracdo de anti-inflamatdrios e a inibicdo da sinalizacdo de citocina.
A cascata inflamatéria é uma rede complexa de multiplos mecanismos sobrepostos, que
regulam e controlam vdrias vias pro-inflamatdrias. As propriedades das citocinas na rede
incluem redundancia, pleiotropia (um Unico gene controla diversas caracteristicas do fendtipo
gue muitas vezes ndo estdo relacionadas), a atividade sinérgica e os efeitos antagonistas sobre

ooutro[118] [111].

A IL-6 desempenha um papel importante na inducdo da fase aguda sendo também importante
na transicdo entre a inflamacdo aguda e cronica [109]. A sintese de IL-6 é induzida por outras
citocinas, incluindo IL-1 e TNF-a [109]. Durante respostas agudas, a IL-6 ira suprimir o nivel de
citocinas pro-inflamatdrias, sem comprometer o nivel de citocinas anti-inflamatdrios. Além

disso, a IL-6 estimula a producdo do recetor antagonista de IL-1 que é um mediador anti-
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inflamatdrio, assim a IL-6, por conseguinte, podem ter um efeito protetor [109]. A IL-6 opera
de modo a controlar a extensdo da respostas inflamatdrias no tecido. Nas doencas crdnicas,
tipicamente exemplificado por stresse, como infe¢des intracelular crdnicas e tumores, a IL-6
ndo serve apenas como um indutor de reacGes de fase aguda, mas também é importante para
provocar respostas imunitarias celulares as células [109]. A IL-6 induz ndo s0 as reagdes de fase
aguda, mas também o desenvolvimento de respostas imunologica celular e humoral especifica,
incluindo a fase final da diferenciacado das células B, a produgdo de imunoglobulina e a ativagdo
das células T [109]. Para alem de tudo isto, estudos tem demonstrado que a IL-6 estd
relacionada com as vias metabdlicas dos TAG, niveis elevados de TAG, levam a um aumento da
expressao de IL-6 [119], por esse motivo, no nosso trabalho, verificamos um aumento de IL-6

no grupo CTR e este grupo também apresenta niveis elevados de TAG.

A IL-6 ao induzir a resposta de fase aguda constitui uma ponte de ligacdo entre a inflamacao e
a doenca cardiovascular. Foi demonstrado que individuos com sindromes coronarios agudos e
valores séricos elevados de IL-6, apresentaram um maior risco de complicacGes coronadrias nas

primeiras 48 horas [43].

Assim, os resultados obtidos referentes a produgao das citocinas TNF-a e IL-6 pelos mondcitos

e DCs estdo de acordo com as alteracGes esperadas (figura 11)

Relativamente 4 expressdo (MFI) das citocinas em estudo (tabela 3), verificou-se uma
diminuicdo da expressdo por monécitos e DC no M1 comparando com CTR. Trabalhos
realizados em que avaliaram a capacidade de mondcitos, mDC, e CD147°"CD16* DCs de
produzir TNF-a e IL-6, in vitro, pela expressao de mRNA dos genes destas citocinas, verificaram
niveis significativamente mais baixos da expressdo destas citocinas no EAM. A baixa expressao
dessas citocinas pelos mondcitos e as subpopulagdes de DC pode ser, em parte, uma

consequéncia do impacto da rede anti-inflamatoéria e reguladora [111].

N3o nos podemos esquecer que diferentes compostos, fosfolipidos induzem diferentes efeitos
em diferentes células e dai os resultados dos perfis de producdo de citocinas entre mondcitos

e DCs ser diferentes.

Como ja foi referido para a avaliacdo da peroxidacdo lipidica, o momento da colheita do
sangue periférico, pode nao ter sido o mais oportuno, visto que observamos que no momento
M2 ha um aumento da producdo de citocinas pelos mondcitos em relacdo a M1, que pode

estar muito relacionado com o “ciclo” da peroxidacdo lipidica.
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11.4.3 Avaliacao da expressao de CD36

Ao longo das ultimas trés décadas, os estudos debrucados sobre o CD36 tém valorizado
profundamente as suas multifuncionalidades. Expresso numa ampla variedade de células
(células endoteliais, mondcitos, macrdfagos e células dendriticas) e tecidos [120], este recetor
reconhece LDL modificadas como oxidadas, sendo também um transportador de acidos gordos
dos adipécitos. Além disto, desempenha também um papel importante na absor¢do de células
apoptéticas e no reconhecimento de ligantes que desencadeiam uma resposta imune inata,
incluindo componentes das paredes celulares das bactérias gram positivas [120], onde

destruidos através da fagocitose, estes componentes levam a ativagdo das células.

A excecdo de &cidos gordos de cadeia longa, em que poderd haver facilidade na sua
transferéncia através da membrana lipidica, o CD36 aparenta ser um recetor de endocitose
para a maioria dos ligantes. No entanto, este processo constitui ainda objeto de reduzido

consenso [120].

Nos dultimos 5 anos, o CD36 tem vindo a destacar-se em varias areas: doengas
cardiovasculares, biologia do cancro, doenca de Alzheimer, acidente vascular cerebral,
angiogénese, diabetes, biologia de plaqueta e no metabolismo [120]. Na aterosclerose, o CD36
assume particular relevancia, nomeadamente a nivel do desenvolvimento da patologia, uma
vez que desempenha um importante papel na absor¢do de lipoproteinas, resultando na

formacdo das células espumosas, iniciando a formacgdo das placas aterosclerdticas [120].

Ha evidéncias crescentes de que o aumento da producdo de radicais livres e protecdo
antioxidante comprometida é relevante para a ativacdo de placa aterosclerética [69]. Os
mondcitos sdo recrutados através do endotélio pela producdo de citocinas ou fatores de
crescimento, ativando e diferenciando-se em macréfagos. Este passo é critico para o
desenvolvimento de aterosclerose. A captacdo de LDL modificada, por exemplo OxLDL, parece
contribuir para a acumulagdo intracelular de lipidos e de transformacdo dos macréfagos em
células espumosas [106]. Os lipidos oxidados ou modificados sdo endocitados por recetores
scavenger, como é o caso do CD36, presentes na superficie dos macréfagos, tornando-se em
células espumosas. A lesdo que se forma é conhecida como estria gordurosa, precursora do
ateroma. O mesmo acontece com algumas células do musculo liso que penetram na intima e

que também se transformam em células espumosas [67, 121].

Uma fungdo do par receptor-ligando (CD36-0xLDL) com relevancia para a biologia e a patologia

de doencas cardiovascular é a inibicdo da angiogénese, ou seja, forma¢do de novos vasos



Biologia Aplicada- Biologia Molecular e Celular Discussdo

sanguineos. Assim, a angiogénese é a resposta do organismo a isquemia e a lesdo vascular,
ocorrida devido ao EAM. Foi demonstrado que a oxLDL, que podem ser encontradas pacientes
com a diabetes, aterosclerose e a sindrome metabdlica, podem inibir a proliferacdo celular e a
angiogénese, uma vez que que regulam a expressdo do CD36 via PPAR-y que pode inibir a

angiogénese [120].

A ligacdo e captacdo de LDL modificadas pelos mondcitos/macréfagos podem ter como
objetivo uma resposta homeostatica, protegendo o organismo da patologia associada a estas
lipoproteinas [120]. No entanto, na sociedade ocidental, esta funcdo é aparentemente
inadequada para uma dieta rica em lipidos pesados, resultando deste modo em aterosclerose

[120].

O aumento da expressio do CD36 em mondcitos/macréfagos resulta ndo apenas do
reconhecimento de OxLDL, mas também como resposta a moléculas de adesdo, recetores
hormonais e citocinas. Por exemplo, a expressdo do CD36 é aumentada em resposta a citocina
IL-4, por um oxLDL [120], o que explica os resultados obtidos para os mondcitos e DCs, em que
estas apresentam uma maior expressdao de CD36 em EAM em comparagcdo com o CTR (figura

12 e figura 13).
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12 CONCLUSAO

A espectrometria de massa com ionizagdo por electrospray, demonstrou ser um método de
analise muito valioso para a andlise do perfil lipidico de individuos que sofreram enfarte agudo
do miocardio. Os resultados obtidos permitiram identificar diferencas no perfil lipidico a nivel
da quantidade das diferentes classes, bem como das diferentes espécies de cada classe,
registando-se alteragdes a nivel da quantidade relativa de cada classe no seu total de classes
lipidicas. Observou-se um aumento da quantidade relativa de TAG, PC, LPE e Pl e uma

diminuicdo de SM, PE e LPC nos enfartados em comparag¢dao com o CTR.

Por citometria foi possivel determinar que no momento do enfarte ocorre um aumento da
expressao do CD36 e da produgdo de TNF-oo comparando com o CTR. Este aumento da
producdo de citocinas pode estar relacionado com a formagdo de PL oxidados, que sdo

considerados como agentes pré-inflamatorios.

Os nossos dados contribuiram também para uma monotorizacdo do enfarte agudo do
miocdardio, bem como um melhor conhecimento desta patologia, uma vez que os nossos dados
demonstram que a EAM induz uma mudanca significativa na homeostasia do sistema imune e

no perfil de lipidos.

Um melhor conhecimento das patologias contribui para uma resposta terapéutica mais rapida
e mais eficiente, contribuindo para o bem-estar dos pacientes.
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