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CAPITULO 1

Um modelo de adeséo lipidica ao polimero carragena como

ferramenta de estudo do processo da aterosclerose



RESUMO

A aterosclerose € o principal fator desencadeador do desenvolvimento de
patologias graves como infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral
isquémico, doenca arterial periférica, entre outras. O processo inflamatério
aterosclerotico € bem conhecido ap6s a adesdo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) nas paredes dos vasos sanguineos, no entanto, as informacgdes
sobre a penetragcdo do LDL nas camadas subendoteliais sao limitadas. Este
projeto teve como objetivo investigar o inicio do desenvolvimento da
aterosclerose através de interagces moleculares, onde foi proposto um modelo
de adeséo lipidica tedrico. A investigacdo do modelo tedrico teve inicio com a
criagcdo de um modelo computacional que analisou as moléculas envolvidas no
processo aterosclerético, especificamente LDL e moléculas do endotélio
vascular. O modelo tedrico foi testado experimentalmente utilizando o polimero
carragena para simular os componentes aniénicos do tecido vascular e
aminoacidos da Apolipoproteina B-100. As interacdes moleculares foram
analisadas por titulacdo condutimétrica, FTIR e reologia. O modelo
computacional identificou potenciais aminoacidos envolvidos no processo. Os
resultados experimentais demonstraram uma forte interacdo entre a lisina e o
polimero, indicativos do mecanismo de adeséo, confirmando a proposta do

modelo tedrico.

Palavras-chave: aterosclerose, apolipoproteina B -100, lisina, lipoproteina de
baixa densidade, dermatan sulfato.



ABSTRACT

Atherosclerosis is the main trigger for the development of serious pathologies
such as acute myocardial infarction, ischemic stroke and peripheral arterial
disease, among others. The atherosclerotic inflammatory process is well known
after the adhesion of low-density lipoprotein (LDL) to the walls of blood vessels,
however, information on the penetration of LDL into the subendothelial layers is
limited. This project aimed to investigate the early development of atherosclerosis
through molecular interactions, proposing a theoretical lipid adhesion model. The
investigation of the theoretical model began with the creation of a computational
model that analyzed the molecules involved in the atherosclerotic process,
specifically LDL and vascular endothelium molecules. The theoretical model was
tested experimentally using the polymer carrageenan to simulate the anionic
components of vascular tissue and the amino acids of Apolipoprotein B-100. The
molecular interactions were analyzed by conductometric titration, FTIR and
rheology. The computational model identified potential amino acids involved in
the process. The experimental results showed a strong interaction between lysine
and the polymer, indicative of the adhesion mechanism, confirming the proposal

of the theoretical model.

Keywords: atherosclerosis, apolipoprotein B -100, lysine, low-density lipoprotein,

dermatan sulfate
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1. INTRODUCAO

A aterosclerose é uma patologia caracterizada pela formacéo de placas de
gordura que se acumulam durante anos no tecido endotelial arterial. Caso a patologia
ndo seja diagnosticada previamente, o crescimento da placa lipidica resulta na
interrupcdo do fluxo sanguineo gerando a necrose da area afetada (ROSS, 1993).
Atualmente a aterosclerose atinge 10% da populacdo mundial e € considerada o
principal fator desencadeador de outras patologias importantes como infarto agudo do
miocardio (IAM), acidente vascular cerebral isquémico (AVCi), doenca arterial
obstrutiva periférica (DAOP), entre outras (SULLIVAN & SCHMITZ, 2004).

No caso do infarto agudo do miocardio, a patologia € responsavel por 15
milhdes de mortes ao ano no mundo, sendo 80% dos Obitos ocorridos nas primeiras
24 horas de manifestacédo da doenca (PIEGAS et al., 2015).

Ja o acidente vascular cerebral isquémico é considerado uma das maiores
causas de morte e sequela neurolégica no mundo (BODEN-ALBALA & SACCO,
1999). A taxa de mortalidade da patologia é de 40% ao final do primeiro ano de
manifestacdo da doenca. O diagndstico e o tratamento nas primeiras 4,5 horas séo
cruciais, uma vez que a intervencdo tardia resulta frequentemente em danos
irreversiveis (BRAININ et al 2004).

No que se refere a doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP), a patologia é
considerada o preditor de incapacitantes, com 87% das amputacdes globais. O
diagnéstico precoce € um desafio, pois 70% dos casos sdo assintomaticos, levando a
progressao clinica e ao aumento das taxas de amputacéao (ROLIM, 2015).

O processo inflamatério e a formacdo da placa de ateroma apos a
internalizacdo do LDL estdo muito bem descritos na literatura, porém, pouca
informacéo esta disponivel sobre o processo pelo qual as moléculas de LDL aderem
e penetram as camadas subendoteliais. Para internalizacdo, € sugerido como a
hipétese deste trabalho, que o LDL interage com moléculas da superficie das células
endoteliais, para uma primeria adeséo, processo crucial para internalizacdo, o qual
precisa ser profundamente compreendido para elucidar o inicio da formacé&o da placa.

Assim, com base nas informacdes da literatura, este trabalho pretende
contribuir para elucidar o ponto de partida do processo aterosclerético, ou seja, 0s
passos iniciais das interacdes moleculares entre o LDL e as paredes dos vasos. Nesse
sentido, estudou-se a estrutura quimica do LDL e as moléculas superficiais das células

endoteliais. Foi proposto, entdo, um modelo de adesdo lipidica que prevé a interacao



12

eletrostatica entre moléculas de LDL e as células do tecido endotelial. O modelo prevé
gue essa interacdo s6 ocorra no tecido lesionado apds o inicio de um processo

inflamatério e, até onde sabemos, ndo esta descrito na literatura.

1.1. Modelo tedrico de adeséo lipidica proposto

O modelo baseia -se na teoria de que a aterosclerose se desenvolve perante
a uma disfuncdo endotelial vascular, que ocorre predominantemente em areas de
bifurcacoes, ramificacdes ou angulagdes arteriais (SULLIVAN & SCHMITZ, 2004),
regides onde o fluxo sanguineo é mais intenso, e por sua vez, expdem as células
endoteliais a lesbes (SILVA, 2000).

As células endoteliais lesionadas liberam citocinas e quimiocinas como fator
de necrose tumoral alfa e interleucinas 1, 6 e 8, que expressam na superficie endotelial
selectinas e integrinas, que atraem mediadores imunolégicos como mondcitos e
células T para as areas lesionadas (BERNFIELD, 1999).

O tecido endotelial arterial lesionado, busca se regenerar através dos
proteoglicanos presentes nos intersticios celulares endoteliais, na camada
subendotelial e na matriz extracelular na tanica média. Na superficie endotelial ha
exposicao de cargas negativas provenientes dos proteoglicanos (FRANCISCHETTI,
2010).

Os proteoglicanos possuem um esqueleto proteico constituido de agrecano.
As cadeias de glicosaminoglicanos anibnicos, dermatan sulfato e sulfato de
condroitina, se ligam covalentemente ao esqueleto proteico através de residuos de
serina presentes na proteina central do esqueleto (FRANCISCHETTI, 2010). As
moléculas de LDL presentes na corrente sanguinea sao atraidas pelas moléculas de
dermatan sulfato e sulfato de condroitina presentes na superficie das artérias
lesionadas (CARDOSO, 1994). A atracdo ocorre devido aos residuos de lisina
presentes na apo B — 100 (SICCHIERI, 2012).

A figura 1 descreve o processo de adeséo lipidica proposto.
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Figura 1: Mecanismo do processo de adeséo lipidica proposto
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As moléculas de LDL aderidas ao tecido arterial sédo endocitadas (figura 2),
juntamente com os macronutrientes, pelas células endoteliais, em um processo de
endocitose independente dos receptores de LDL (HABERLAND, 1992), que ndo séo
expressos porgue ndo ha necessidade de moléculas de LDL para o metabolismo
celular naquele momento. Essas moléculas de LDL séao entdo liberadas no espaco
extracelular, na camada subendotelial, dentro da parede do vaso arterial, onde sao
atraidas pelos glicosaminoglicanos presentes nos intersticios celulares (SANCHEZ-
QUESADA, 2023) e ai se fixam. Além dos glicosaminoglicanos, as fibras de elastina
e colageno da camada subendotelial também contribuem para manter o LDL no
interior das paredes das artérias (SMITH, 1986). Neste local, as moléculas de LDL

sado oxidadas pelas enzimas mieloperoxidase e NADPH oxidase (HANSSON &
HAMSTEN, 2014).
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Figura 2: Transcitose de LDL
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As moléculas de LDL oxidadas sao removidas das paredes das artérias pelos
macréfagos. Os receptores scavengers presentes nos macrofagos so reconhece a
forma oxidada das moléculas de LDL, logo estas moléculas oxidadas séo identificadas
e fagocitadas pelos macréfagos, e em seguida sdo transformadas em células
espumosas. A unido das células espumosas resulta nas placas de ateroma (SILVA,
2000).

O modelo de adeséo lipidica tedrico proposto foi investigado através de outros
modelos, in silico e in vitro. O modelo in silico foi responsavel por nortear a escolha
dos aminoécidos disponiveis na superficie da apolipoproteina B-100, sendo eles lisina,
arginina e serina, utilizados posteriormente na investigagao in vitro. A investigagéo in
vitro contou também com o auxilio do polimero carragena do tipo kappa, simulando a
superficie das células epiteliais lesionadas. Este polimero foi escolhido por apresentar
uma estrutura semelhante ao dermatan sulfato, com um grupo sulfato e hidroxilas em
sua estrutura, disponiveis para ligacdes de hidrogénio ou interacdes eletrostaticas. O
modelo de adesao lipidica proposto neste trabalho visa prever a adesao interfacial
entre os residuos de aminoacidos presentes na apolipoproteina B -100, das moléculas
de LDL, e os componentes anionicos contidos no endotélio vascular lesionado,

possivelmente interacdes eletrostaticas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Investigar as intera¢cdes moleculares propostas no modelo tedrico de adeséo

lipidica através da experimentacéo in silico e in vitro.

2.2. Objetivo Especifico
Contribuir para o desenvolvimento de dispositivos, farmacos e metodologias
gue auxiliem o diagnéstico e a prevencao das doencas ateroscleréticas por meio da

elucidacao do processo de adeséo lipidica arterial.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Disfuncéo endotelial vascular e o processo aterosclerotico

As artérias sdo formadas por trés camadas, a tunica intima, a tunica média e
a tunica adventicia. A tunica intima é formada pelo tecido endotelial e pelo tecido
conjuntivo subendotelial. O tecido endotelial reveste as artérias internamente e
mantém contato direto com o sangue circulante. A tinica média € composta por
células musculares lisas. J4, a tunica adventicia € constituida por tecido conjuntivo
frouxo rico em fibras de colageno e elastina (NASCIMENTO, PATRIARCA &
HEIMANN, 2003).

A disfuncdo arterial, estagio inicial do desenvolvimento da aterosclerose,
ocorre através de lesbes ocasionadas no tecido endotelial oriundas de patologias
como hipertensao arterial, diabetes, tabagismo, hipercolesterolemia, entre outras.
Estas patologias agridem o tecido endotelial arterial e faz com que 0 mesmo perca a
sua acéo protetora (KIMLAY, LIBBY & GANZ, 2001). Esta disfungéo vascular d& inicio
ao processo inflamatério e sequencialmente o sistema imunologico é ativado
(ROSS,1993).

As lesdes nas artérias fazem com que os neutréfilos e mondcitos se liguem
as células endoteliais. A aderéncia das moléculas imunoldgicas ocorre através de
moléculas como trombina, histamina, fator de necrose tumoral-a (TNF- a) e
interleucina-1 (IL-1) expressas pelo proprio tecido endotelial lesionado. Apds a adesao

as paredes das artérias, as células de defesa se deslocam pelas fendas entre as
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células endoteliais e atingem o tecido adjacente. Posteriormente os mondcitos séo
transformados em macrofagos; estes sao responsaveis pela remocéao do tecido morto
(TIZARD, 2002).

A aterosclerose se desenvolve a partir do acimulo de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) no sangue (ROSS, 1993). As moléculas de LDL migram para a regiao
subendotelial através dos intersticios entre as células endoteliais formados pelas
lesbes (HANSSON & HAMSTEN, 2012).

Na camada subendotelial as moléculas de LDL s&o oxidadas pelas enzimas
mieloperoxidase e NADPH oxidase, e por espécies reativas de oxigénio (EROS)
(HANSSON & HAMSTEN, 2014).

O processo oxidativo faz com que as moléculas de LDL sejam reconhecidas
pelos receptores scavengers presentes nos macrofagos. Os macréfagos fagocitam as
LDL oxidadas, transformando-as em células espumosas e posteriormente nas placas
de ateroma (LIBBY et al. 2002). O processo de fagocitose das moléculas de LDL
aumenta a sintese de espécies reativas de oxigénio e libera grande quantidade de
proteases digestivas (LIBBY et al. 2002).

As espécies reativas de oxigénio interferem na atividade de vasodilatacdo das
artérias através do aumento da concentracdo de endotelina | e angiotensina Il. A
endotelina I, quando associada com fatores de crescimento derivados de plaquetas,
promove a proliferacdo de células musculares lisas nas lesdes ateroscleréticas. A
angiotensina Il promove a vasoconstricdo das artérias (LOPES, ARMSTRONG,
PIEGORS & HEISTAD,1990).

Ja as proteases digestivas causam degradacdo da matriz extracelular e
apoptose das células espumosas, musculo liso, macréfagos e de outras células de
defesa presentes nas paredes vasculares (TABAS, 2005; CLARKE et al. 2006).

O processo aterosclerético pode se intensificar através da calcificacdo das
placas de ateroma. O tecido endotelial e as células musculares lisas podem expressar
interleucinas, proteina C-reativa (PCR) e proteinas morfogénicas de osso (BMPSs),
aumentando o estresse oxidativo e diminuindo a concentracdo de proteina glutamica
de matriz (MGP) e a osteopontina (OPN), moléculas inibidoras da calcificagdo (COLA

et al 2004), propiciando, desta forma, a calcificacdo do ateroma.
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3.2. Lipoproteina de baixa densidade (LDL)

As moléculas de colesterol sédo responsaveis pela construcdo e manutencao
das membranas celulares, pela sintese de vitamina D, sais biliares e hormonios
(BAGGIO, 2004).

Devido a insolubilidade na corrente sanguinea, o transporte das moléculas de
colesterol pelo sistema vascular ocorre atraves da ligacdo da molécula com proteina
e outros lipidios, formando um complexo chamado lipoproteina (HENRY et al.,2011).
A lipoproteina responsavel pelo desenvolvimento da aterosclerose é a lipoproteina de
baixa densidade (LDL).

A lipoproteina de baixa densidade, figura 3, apresenta uma forma esférica
com um diametro médio de 22 nm, e é formada por duas camadas, camada interna e
camada externa. A camada interna € composta por ésteres de colesterol e uma
pequena quantidade de triglicerideos; jA& a camada externa € composta por
fosfolipidios, colesterol e uma Unica molécula de proteina, a apolipoproteina B- 100

(apo B-100), localizada na superficie da molécula de LDL (PRASSIL & LAGGNER,

2009).
Figura 3: Molécula de LDL
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A apo B-100 tem como funcao controlar o metabolismo das lipoproteinas
através da ligacdo com os receptores de LDL presentes na superficie do tecido
endotelial arterial; A apo B -100 é composta por 4.536 residuos de aminoéacidos
(SEGREST, 2001), sendo os residuos de lisina responsaveis pela interagdo com
o receptor de LDL (WEISGRABER & RALL, 1987).

3.3. Carragena

A carragena foi descoberta em 1785, em Carragheen, na Irlanda. No
inicio era muito utilizada pela populacéo local para aumentar a viscosidade do
leite (KNUTSEN; MYSLABODSKI; LARSEN, 1994).

A principal fonte de matéria prima para producdo da goma carragena no
mundo € a alga vermelha Kappaphycus alvarezii (BIXLER; PORSE, 2010).
Embora, ndo seja uma alga nativa do Brasil, o cultivo de K.alvarezii € permitido
no Litoral Sul Fluminense, onde se concentra a producdo nacional legalizada
(PELLIZZARI; REIS, 2011).

Atualmente, existem muitas regides produtoras de carragena tais como
Costa do Marrocos, Franca, Chile, Indonésia, Filipinas, China, sendo este ultimo,
o maior produtor mundial (KNUTSEN; MYSLABODSKI; LARSEN, 1994).

As carragenas sao polissacaridios anibnicos lineares sulfatados,
extraidas das algas vermelhas carragenofitas dos géneros Kappaphycus,
Gigartina, Eucheuma, Chondrus e Hypnea. Este polissacaridio aniénico
apresenta uma estrutura central formada por galactose, e difere na proporcéo e
localizacdo de grupo éster - sulfato, e na propor¢cdo de 3,6-anidrogalactose
(BLACKMORE; HARPELL, 2010).

A distribuicdo do grupo éster - sulfato nas moléculas de carragena sao
responsaveis pelas diferencas entre os diversos tipos, classificados como
carragena kappa, iota e lambda (figura 4) (RUDOLPH, 2000; MCHUGH, 2003).
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Figura 4: Estrutura molecular dos trés principais tipos de carragena
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A carragena kappa tem um grupo sulfato em cada unidade
polissacaridica repetitiva, enquanto a carragena iota apresenta dois sitios
sulfatados. Ambas s&@o sollveis em 4gua a 60°C e as suas solugcbes sao
viscosas, tém sido utilizadas para a producédo de hidrogéis (SANTOS, 2018). As
carragenas do tipo lambda néo tém a tendéncia de formar gel, devido ao seu alto
grau de sulfatacédo, contudo é a que apresenta maior grau de solubilidade a frio,
em sistema aquoso (LIU; LI, 2016).

Por apresentar propriedades emulsificantes e estabilizantes sdo muito
utilizadas na indastria alimenticia (RHEIN-KNUDSEN et al., 2015), estando
presentes em diversos produtos do cotidiano como iogurte, geleias, maionese,
sorvete, molhos, dentre outros (VALDEZ, 2012).

Na indastria farmacéutica sao utilizadas como excipiente de
comprimidos devido a boa compatibilidade, alta robustez e viscoelasticidade
persistente do comprimido durante a compressao (LIU; LI, 2016); também séo
utilizadas na producdo de antibidticos tetraciclinas e clorotetraciclinas, na
producdo de antibidticos semi-sintéticos como os beta-lactamicos, e producéo
de acido D - aspartico (PRAJAPATI et al., 2014).

Ja na area médica, é frequentemente utilizada para induzir inflamacao
em testes de agentes anti-inflamatorios (PRAJAPATI et al., 2014).

Neste trabalho foi utilizada a carragena do tipo kappa, por apresentar
uma estrutura muito semelhante ao dermatan sulfato, presente na superficie
interna dos vasos arteriais, quando lesionados. A semelhanca ocorre devido ao

grupo hidroxila exposto e também o grupo sulfato (SO4) (figura 5).
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Figura 5: Estrutura molecular do Dermatan Sulfato e Carragena Kappa
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3.4. Aminoéacidos

Os aminoacidos sdo moléculas estruturalmente formadas por um atomo
de carbono (carbono alfa) ligado covalentemente a um grupo carboxila, um grupo
amino, um atomo de hidrogénio e uma cadeia lateral (figura 6). Todos os

aminoacidos sao quirais, com excecédo da glicina (NELSON, 2014).

Figura 6: Estrutura molecular geral dos aminoéacidos
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A cadeia lateral é responsavel pela diferenciacéo entre os aminoéacidos,
estes sao classificados em diferentes grupos: aminoacidos de cadeia lateral
apolar e alifatica (leucina, isoleucinas, alanina, valina e metionina), aminoacidos
polares, ndo-carregados (serina, treonina, asparagina, glutamina e cisteina),
aminoacidos de cadeia lateral aromatica (fenilalanina, tirosina e triptofano),
aminoacidos de cadeia lateral carregada positivamente (lisina, arginina e
histidina) e aminoacidos de cadeia lateral carregada negativamente (aspartato e
do glutamato) (VOET et al. 2000).
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A presenca de um grupo carboxila e amino, nos aminoacidos, faz com
que a cadeia lateral os classifique como acidos, basicos ou neutros. Sendo a
lisina, arginina e histidina aminodcidos basico, o glutamato e o aspartato
aminoacidos acidos e os demais aminoacidos neutros. Este comportamento é
proveniente dos estados de protonacédo a depender do pH da solucéo na qual se
encontram. Um amino&cido, quando em meio &cido, aceita prétons, ionizando o
grupo amina, promovendo ao aminoacido uma carga positiva, e em meio béasico,
doa prétons, ionizando o grupo carboxila, promovendo ao aminoacido uma carga
negativa (NELSON, 2014).

Em solucbes aquosas de pH neutro (pH 7), a maioria dos aminoacidos
estdo em uma forma ionizada, situacdo em que O grupo amina se encontra
protonado e o acido carboxilico desprotonado a carboxilato; além dos dois
grupos mencionados, em aminoacidos de cadeia lateral polar carregada ha mais
um grupo ionizavel, por consequéncia disto, ha um potencial eletrostatico
resultante ndo nulo. Denominando-se esta forma de zwitterionica, uma molécula
globalmente neutra em termos de carga elétrica, mas que possui cargas locais
devido a presenca de grupos ionizados (ATKINS,1994).

O valor de pH no qual as cargas elétricas se igualam, € denominado de
ponto isoelétrico (pl). O ponto isoelétrico consiste em uma média entre o pKa do
grupo carboxilico ou amina, e do valor de pKa da cadeia lateral (NELSON, 2014).

Cada aminoéacido tem seu ponto isoelétrico, por exemplo, na lisina é em
pH 9,74, na arginina em pH 10,76 e na serina em pH 5,68 (NELSON, 2014).

As figuras 7, 8 e 9 representam as variagdes das cargas dos
aminoécidos citados acima, em fun¢&o do pH do meio.
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Figura 7: Carga elétrica da lisina em fun¢éo do pH
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Figura 8: Carga elétrica da arginina em funcéo do pH
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Figura 9: Carga elétrica da serina em funcao do pH

pH<5 5<pHg7 pH>7
L il H, i .
HO—C\ /C;-fi:H CF—C\ /C;--C?H -:::'—lc\ /Cz— OH
CH CH (,_“,H
A H.N" H>N
Carga=+1 i Carga=0 Carga=-1

Fonte: A autora, 2022

O presente trabalho, abordou somente trés aminoacidos, lisina, arginina
e serina, por estes estarem presentes nos residuos de apo-100, proteina

presente na molécula de LDL.

4. METODOLOGIA

4.1. Modelo in silico

4.1.1. Modelagem molecular computacional

O estado de protonagcéo do dermatan sulfato foi estimado em pH 7,4,
utilizando o software MarvinSketch (v.21.2). A molécula de dermatan sulfato foi
construida com o Discovery Studio Visualizer (v.20.1) (KEMMISH et al. 2017).
As estruturas tridimensionais foram otimizadas usando o método semi-empirico
PM7 no MOPAC (v.2016) (STEWART, 2013) com interface grafica do software
Mercury CSD (v2020.1) (MACRAE et al. 2020). Com comandos de otimizacao
MMOK, XYZ e CHARGE.

Uma vez que a proteina APO B-100 n&o tem uma estrutura 3D resolvida,
o I-TASSER foi utilizado para modelar uma sequéncia de 355 aminoéacidos da
estrutura da proteina. A regido escolhida baseou-se em estudos que apontam
para residuos importantes para a interacdo apo-B100. A sequéncia de 355
aminoacidos foi obtida a partir da proteina humana apo-B100 (Uniprot ID
P04114), dos residuos 3186 a 3540.

Para os estudos de acoplamento, foram adicionados atomos de
hidrogénio ao arquivo .pdb com o software GOLD (v.2020.1). O mesmo software

foi utilizado para efetuar o acoplamento rigido, utilizando as coordenadas da
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estrutura modelada com o centro do raio de busca de 10 A. O método foi aplicado

com 100 execucbes, utilizando a funcdo GoldScore.

4.2. Modelo in vitro

4.2.1. Titulacdo condutimétrica

Para as titulacbes condutimétricas, foram preparadas inicialmente
solugdes dos aminodcidos lisina, arginina e serina (100 mM) em temperatura
ambiente, juntamente com a solucdo polimérica de carragena (1 mM) a 60 °C.
Posteriormente, o pH das solucdes foi ajustado para 7. Uma aliquota de 3 mL da
solucdo polimérica de carragena foi colocada em um béquer. Uma célula
condutimétrica (condutimetro Analyser 650MA) foi imersa na solucdo para
analise. A solucdo polimérica foi titulada com diferentes aminoacidos — lisina,
arginina e serina — sob agitacdo constante, com o valor de condutancia
registrado ap6s cada adicdo de titulantes a 25 °C. ApoOs cada adicdo, foi
aguardado um periodo de espera de aproximadamente um minuto para

estabilizacdo antes de cada leitura.

4.2.2. Caracterizacdo quimica por FTIR

A caracterizacdo quimica das solu¢des de aminoéacidos lisina, arginina e
serina, polimero carragena e solucdes de carragena-aminoacidos foram
realizadas utilizando FTIR (com acessorio ATR) em um espectrometro Perkin
Elmer Spectrum 100 com resolucdo de 4 cm™, com 16 varreduras na faixa de
4.000 a 600 cm™. As solucbes de aminoécidos (lisina, arginina e serina) e a
solucdo de carragena utilizadas para andlise de FTIR foram as mesmas
preparadas para a analise de titulacdo condutimétrica. As solucbes de
carragena-lisina, carragena-arginina e carragena-serina foram preparadas
misturando 0,5 mL da solucdo de carragena com 0,5 mL das solugbes de
aminoacidos a temperatura ambiente. Aliquotas das solu¢cdes de carragena-
aminoacidos foram colocadas em estufa a 45°C, secas até estabilizacado da

massa e entdo realizadas as analises.
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4.2.3. Reologia

As amostras utilizadas na analise reoldgica, solucdo polimérica e
solugdes polimérica - aminoécidos, foram as mesmas solugbes preparadas e
utilizadas na titulagdo condutimétrica e analise FTIR. Andlises reologicas das
amostras de carragena, carragena-lisina, carragena-arginina e carragena-serina
foram realizadas utilizando um reémetro Anton Paar MCR92. Para garantir a
precisdo dos resultados, foi adotada uma configuracdo especifica, empregando
uma geometria de placa paralela de 50 mm durante os testes. O objetivo principal
foi avaliar a viscosidade em relacdo ao tempo de reacdo das amostras em
estudo. Para manter a consisténcia e uniformidade do teste, foram definidos os
seguintes parametros experimentais: distancia de 0,25 mm entre as placas,
temperatura controlada de 25°C e taxa de deformacéo angular de 0,01 rad/s
durante um periodo de 240 segundos. A escolha de uma baixa taxa de
cisalhamento durante a analise foi crucial para garantir que o processo de

deformacé&o nao interferisse na resposta de viscosidade do material.

5. RESULTADOS

5.1. Modelo in silico

5.1.1. Modelagem molecular computacional
Os resultados da ligacdo do dermatan sulfato com a apo-B100
modelada, permitiram a previsao de interacdes que podem ser importantes no
processo de adesdo. O dermatan sulfato formou principalmente ligacbes de
hidrogénio com os residuos S3343 (serina 3343), K3345 (lisina 3345), S3346
(serina 3346), R3392 (arginina 3392) e N3421 (asparagina 3421) da proteina.
Uma interacdo ibnica entre o oxigénio carboxilico do dermatan sulfato e o

nitrogénio amidina da R3392 (arginina 3392) também foi prevista (Figura 10).
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Figura 10: Melhor pose de acoplamento do dermatan sulfato e interagdes previstas com a

estrutura modelada apo-B100.

Os atomos de nitrogénio sdo mostrados em azul, os atomos de oxigénio em vermelho, os &tomos
de carbono em cinza (proteina) ou verde (ligante), os hidrogénios foram omitidos para maior
clareza. As interacbes moleculares sdo mostradas como linhas pontilhadas: ligacdes de

hidrogénio em verde e intera¢des ibnicas em vermelho.

5.2. Modelo in vitro

5.2.1. Titulagcdo condutimétrica
A figura 11 apresenta as curvas de titulagdo condutimétrica da solucao
polimérica de carragena com titulantes, especificamente solugbes de lisina,
arginina e serina. A curva de condutéancia da lisina apresenta uma tendéncia
crescente, enquanto as curvas da arginina e da serina demonstram valores

decrescentes notavelmente semelhantes.
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Figura 11: Titulacdo condutimétrica: carragena e os aminoacidos
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A figura descreve as curvas condutométricas dos aminoacidos: a curva crescente da lisina é
representada em cinza, a curva decrescente da arginina em azul e a curva decrescente da

serina em laranja.

5.2.2. Caracterizacdo quimica por FTIR

Os espectros de FTIR de carragena, aminoacidos e amostras de
carragena-aminoacido sdo mostrados na Figura 13. O espectro de carragena
mostra uma ampla banda de absor¢cdo em 3.380 cm™ atribuida a deformacéao
axial de grupos OH e uma banda de absorgédo em 1.050 cm™ * correspondente a
ligagbes de O=S=0. A banda de absorcdo em 1.630 cm™ corresponde a
deformacgédo angular dos grupos OH das moléculas residuais de agua presentes
no polissacarideo (GHANI et al., 2019). Ja o espectro da lisina exibe duas
bandas fortes em 1.620 cm™ e 1.495 cm™ tipicas do estiramento de COO™ e das
vibragbes de estiramento e flexdo das ligagbes NH (EBRAHIMINEZHAD et al.,
2012). Por fim, o espectro da mistura carragena-lisina mostra deslocamento na
banda de absorcéo de 3.380 cm™ a 3.400 cm™, indicando a interacdo do
polimero com o aminoacido através dos grupos OH da carragena. A analise
também indica o deslocamento da banda relacionada a deformacéo axial de
COO™ em 1.620 cm™ no aminoacido para 1.600 cm™ na mistura, e 0

deslocamento da flexdo NH de 1.495 cm™ no aminoacido a 1.505 cm™ na
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mistura (BRUICE, 2006). Estas mudancas de posicdo de bandas no espectro
carragena-lisina indicam a interagcdo molecular entre o polimero e o aminoacido.

Este resultado esta totalmente de acordo com o modelo in silico em que
0 OH do dermatan sulfato interage com o grupo amino da lisina (k3345) por

ligacdo de hidrogénio (figura 12).

Figura 12: Modelo in silico - Interag&o prevista entre o aminoacido lisina e a molécula
de dermatan sulfato

Os atomos de nitrogénio sdo mostrados em azul, os atomos de oxigénio em vermelho, os atomos
de carbono em cinza (proteina) ou verde (ligante), os hidrogénios foram omitidos para maior
clareza. As interacbes moleculares sdo mostradas como linhas pontilhadas: ligacbes de

hidrogénio em verde e interag¢des ibnicas em vermelho.

O espectro da serina apresenta duas bandas de absorcéo, a primeira
atribuida a deformacéo axial do NH2 em 3.430 cm™, e a segunda em 3.000 cm™
relacionada ao estiramento do OH do acido carboxilico (LAMBIE et al., 2004). Ja
espectro da mistura carragena-serina mostra bandas de absor¢cdo em 3.430
cm™, 3.196 cm™ e em 2.940 cm™}(BRUICE, 2006), indicando a sobreposi¢céo da
banda de absorcdo do aminoacido com a banda de absorcédo da carragena.
Estes resultados sugerem que néo ha interacdo molecular entre o polimero e o
aminodcido. Por fim, as frequéncias tipicas de alongamento da arginina sédo as
ligac6es NH da amina em 2.957 cm™ e C = O do grupo carboxila em 1.630 cm™
(SAHAYA, 2012). O espectro da carragena-arginina ndo mostrou nenhum

deslocamento quando comparado ao polimero ou aminoacido isolado. O
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espectro resultante é a sobreposicao do espectro do polimero com o espectro

do aminoéacido, indicando nenhuma interacao.

Figura 13: Espectro FTIR — Carragena, Aminoacido e Carragena-aminoacidos
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13a Espectro FTIR: em preto bandas de carragena, em vermelho bandas de lisina, em azul
bandas de carragena-lisina. Espectro FTIR 13b: em preto bandas de carragena, em vermelho
bandas de serina, em azul bandas de carragena-serina. Espectro FTIR 13c: em preto bandas

de carragena, em vermelho bandas de arginina, em azul bandas de carragena-arginina.

5.2.3. Reologia

A Figura 14 mostra a viscosidade das amostras analisadas, incluindo
carragena, carragena-lisina, carragena-arginina e carragena-serina. As
viscosidades permaneceram relativamente constantes durante a analise.
Comparando a viscosidade da carragena com as viscosidades das misturas de
carragena-aminoacidos, observou-se que a viscosidade da amostra de
carragena-lisina excedeu as viscosidades do polimero, com um valor dez vezes
maior, e das amostras de carragena-arginina e carragena-serina, indicando uma

maior interagéo molecular entre lisina e o polimero.
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Figura 14: Viscosidades - Carragena, Carragena-Lisina, Carragena-Arginina e Carragena-Serina

carragen-Arg
carragen-Ser

Viscosity (mPa.s)

r———7T——7 71—
0 50 100 150 200 250

Time (s)

Curvas de viscosidade: em lilas polimero carragena, em preto solu¢éo de carragena-lisina, em

azul solugéo de carragena-arginina, em vermelho solu¢éo de carragena-serina

A Figura 15 exibe as fotografias das solucfes de carragena, aminoacidos
e carragena-aminoacidos antes da andlise reolégica. A formacdo de um

precipitado tipo gel na amostra de carragena-lisina € evidente.
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Figura 15: Amostras de Carragena, Aminoacidos e Solu¢c@es de Carragena-Aminoacidos
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A figura descreve o estado fisico das solu¢des utilizadas na andlise reolégica, na sequéncia:
solugéo polimérica, solugdo de aminoacidos e solucdo polimero-aminoacido. 5a solucdo de
carragena, solugdo de lisina e solucdo de carragena-lisina. 5b solugdo de carragena, solucao de
arginina e solugéo de carragena-arginina. 5¢c solucdo de carragena, solucdo de serina e solugéo
de carragena-serina.

6. DISCUSSOES

O modelo tedrico de adeséo lipidica proposto, baseado em estudos da
literatura, descreve que em tecidos arteriais lesionados, as células endoteliais
expressam glicosaminoglicanos (dermatan sulfato e sulfato de condroitina) em
sua superficie (CARDOSO, 1994). Essas moléculas possuem cargas negativas
em sua estrutura, que ficam disponiveis na superficie das células endoteliais
arteriais lesionadas, formando uma rede de alta densidade de cargas negativas.

O modelo tedrico proposto sugere que essas cargas negativas fixam as
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moléculas de LDL na regiéo lesionada, iniciando o processo de adeséo do LDL
ao tecido endotelial, através da atracdo eletrostatica entre 0s grupos
eletricamente carregados presentes nas moléculas de glicosaminoglicanos e 0s
residuos eletropositivos de lisina presentes na superficie das moléculas de
apolipoproteina B-100 do LDL.

Como a molécula de apolipoproteina B-100 contém 4.536 residuos de
aminoacidos com Vvarios sitios de interacdo (WEISGRABER & RALL, 1987), foi
proposto um modelo computacional para investigar os aminoacidos envolvidos
no processo de interacdo molecular que inicia 0 processo ateroscleratico.

Ja que nao existem estruturas resolvidas para a apo-B100, os resultados
obtidos na analise originam um modelo que pode ajudar a entender as interacfes
do dermatan sulfato com a referida proteina. E importante notar que o modelo in
silico ndo mostra o0 mecanismo de acdo, mas traz insights sobre como eles
podem funcionar. Para melhor compreender o processo, seria necessario
elucidar a estrutura da proteina, o que é uma tarefa dificil, baseada na sua massa
e complexidade.

Nesse sentido, o modelo in silico foi construido baseado em uma
pequena sequéncia de 355 aminodacidos, portanto, ndo representa a estrutura
completa da proteina. A sequéncia de aminoécidos foi escolhida de acordo com
estudos de Borén et al. (1998) que identificaram como um possivel sitio de
interacdo entre apo-B100 e os proteoglicanos.

Embora seja um modelo pequeno, foi constatato que as principais
interacdes ocorrem de acordo com resultados anteriores de outros trabalhos. Os
resultados obtidos de estudos anteriores, mostram interagdes com o residuo L
(leucina) por ligacdo de hidrogénio e que outros residuos como S (serina), R
(arginina), K (lisina) e N (asparagina) parecem importantes para a interacao
ligante/proteina (BOREN et al. 1998). Apesar do modelo in silico prever
interacdes importantes, a regido de interagdo foi modelada de forma semelhante
as bobinas aleatorias, o que pode influenciar os resultados de acoplamento. Por
exemplo, L3391, um residuo importante conhecido, ndo apresentou interagées
com dermatan sulfato. Por outro lado, o modelo foi capaz de prever possiveis
mecanismos de interacdes, considerando as caracteristicas dos residuos de
aminoacidos e do dermatan sulfato. Além das interacdes de hidrogénio com os

residuos de serina, lisina, arginina e asparagina, outro achado importante foi a
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interacao eletrostatica prevista entre arginina e dermatan sulfato, mostrando a
importancia da interacao na ligacao ligante-alvo.

J4 a investigacdo experimental foi realizada utilizando o polimero
carragena, por apresentar grupo sulfatado e hidroxilas livres em sua estrutura
molecular. Os aminoacidos testados foram lisina, arginina e serina, presentes na
superficie da molécula da apolipoproteina B-100, conforme sugerido pelo
modelo computacional.

O experimento de titulagcdo condutimétrica foi realizado em pH 7, préximo
ao ambiente fisiologico (pH 7,4). Neste pH, a carragena € carregada
negativamente, no qual seus grupos sulfato e hidroxila sdo ambos
desprotonados. Ja a lisina apresenta um grupo amino secundario em sua cadeia
lateral e um grupo amino secundario em sua cadeia principal ambos protonados,
e apresenta um grupo hidroxila desprotonado. No que se refere a arginina, o
aminoacido contém em sua estrutura molecular um grupo guanidinio, que
apresenta cadeia lateral ionizavel, um grupo amina protonado e um grupo
hidroxila desprotonado. Por sua vez a serina apresenta uma amina protonada e
um grupo hidroxila desprotonado (ATKINS, 1994). Estas caracteristicas podem
ter um papel importante nas interacdes entre o dermatan sulfato e a apo B-100.

A titulacdo condutimétrica da carragena com lisina apresentou curva
ascendente, o que pode ser atribuido ao aumento de ions disponiveis em
solucéo decorrentes das cargas positivas da estrutura da lisina. No inicio, a curva
apresenta um perfil estavel, seguido de um aumento na condutividade como
resultado da adicdo de lisina. Este resultado pode ser correlacionado a
neutralizacdo dos grupos hidroxila da carragena pelos grupos amina livres da
lisina, seguida do excesso de amina livre em solugéo, resultando em aumento
de condutividade (MENDAHAM et.al., 1994).

A curva de titulacdo condutimétrica da carragena com arginina ou serina
apresentou comportamento muito semelhante, com diminuicdo nos valores de
condutividade. A cadeia lateral de guanidina da arginina apresenta carga positiva
deslocalizada, resultante de seu sistema conjugado entre ligagdes duplas e
atomos de hidrogénio (BAYNES, 2010). A condutancia do sistema diminui com
o0 aumento da solucdo aquosa de arginina no sistema, 0s ions da carragena

ficam mais diluidos na solucdo, refletindo na curva decrescente. Este



37

comportamento € semelhante para a serina, por ser um aminoacido neutro
(BAYNES, 2010).

Conforme mostrado nas Figuras 14 e 15, a mistura da carragena com
aminoacidos leva a resultados interessantes, principalmente a formacdo de um
gel ao misturar a carragena com a lisina, e a quebra do estado viscoso da
carragena ao misturar com arginina ou serina. A viscosidade esta diretamente
associada as interagbes moleculares; quanto maiores as forcas
intermoleculares, maior sera a viscosidade do sistema (TERAMOTO et al.,
1999). Varios sistemas naturais sdo formados e estruturados por complexos
eletrostaticos entre proteinas e polissacarideos. As interacdes desses sistemas
dependem das cargas elétricas dos polimeros, do pH e da forca ibnica. As
interacdes podem ser incompativeis ou compativeis (TOLSTOGUZQOV, 2007).
As interacfes incompativeis ocorrem entre moléculas com carga semelhante e
resultam em repulsdo eletrostatica (TOLSTOGUZOV, 2007), ja as interacdes
compativeis resultam da atracdo entre moléculas com cargas elétricas opostas.
As moléculas sdo atraidas umas pelas outras, levando a formacdo de
precipitados (TOLSTOGUZOV, 2007), como géis (LESER & DICKINSON, 2007).
Nestes géis, a forca de interacdo € proporcional ao nimero de grupos ionizados;
quanto mais moléculas ionizadas, mais fortes serdo as interagbes (GIRARD et
al., 2002).

A maioria das proteinas possui alguns residuos de lisina; 0os grupos
amino da lisina sdo geralmente expostos na superficie da proteina e séo
altamente reativos quando protonados. A alta reatividade da carragena com a
lisina é devida a forte forca de interacéo eletrostatica entre os grupos ionizados
negativamente da carragena e a cadeia lateral ionizada positivamente da lisina.
As interagdes entre carragena e lisina podem ser observadas pela gelificagao da
solucdo (TERAMOTO et al., 1999). J&4 a arginina possui um grupo guanidina e
um grupo amina terminal, apresentando uma carga positiva em condi¢cbes
fisiologicas devido ao seu pKa intrinseco; embora o grupo guanidina seja
protonado, sua carga positiva é deslocalizada devido a presenca das ligacdes
duplas conjugadas entre os atomos de carbono e nitrogénio, jA o grupo amina
terminal tem sua carga anulada pelo grupo carboxilico desprotonado também
presente na estrutura do aminoacido (BRUICE, 2004). Assim, a auséncia de

interacdo entre arginina e carragena € atribuida ao grupo guanidinio na cadeia
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lateral do aminoacido, que possui seis elétrons T em orbitais de ligagao e é
protonado com carga positiva deslocalizada em pH neutro (BAYNES, 2010). Por
fim, a serina € um aminoacido neutro e sua interacdo com a carragena é
inexistente (BAYNES, 2010). Os dados obtidos na andlise reoldgica estédo
totalmente de acordo com os resultados do FTIR e com o modelo tedrico
proposto.

Os resultados e a proposta do modelo de adesao lipidica sdo descritos
pela primeira vez. E uma proposta preliminar, porém apresenta resultados
importantes, obtidos a partir de experimentos simples, que podem ser Uteis para
estudos futuros e visam apresentar o tema a comunidade cientifica e despertar

interesse, incentivando o desenvolvimento de estudos mais aprofundados.

7. CONCLUSAO

A aterosclerose é uma patologia caracterizada pela formacédo de placas
de gordura que se desenvolvem e se acumulam em regides arteriais especificas;
regides estas mais sujeitas a lesoes.

O modelo tedrico de adesao lipidica proposto sugere que as lesdes além
de ativar o sistema imunoldgico, faz com que as células endoteliais arteriais
busquem a regeneracdo do tecido através das moléculas de glicosaminoglicanos
dermatan sulfato e sulfato de condroitina. Os grupos aniénicos presentes nestas
moléculas, por sua vez, causam na superficie arterial uma exposi¢do de cargas
negativas que atraem as moléculas de LDL para a regido lesionada, ocorrendo
atracdo eletrostatica entre 0s grupos eletronegativos das moléculas dos
glicosaminoglicanos, e os residuos de lisina, eletropositivos, presentes na apo
B-100 das moléculas de LDL.

As interacdes sugeridas no modelo tedrico foram investigadas através
de outros modelos, modelo in silico e in vitro.

O modelo in silico sugeriu a ocorréncia de ligacdes de hidrogénio, entre
0s residuos S3343 (serina 3343), K3345 (lisina 3345), S3346 (serina 3392),
R3392 (arginina 3392) e N3421 (asparagina 3421), e uma interacdo iénica entre
0 oxigénio carboxilico do dermatan sulfato e o nitrogénio amidina da R3392
(arginina 3392).
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Os estudos in vitro foram realizados utilizando o polimero carragena, por
apresentar estrutura molecular semelhante aos glicosaminoglicanos, e o0s
aminoécidos, lisina, arginina e serina, sugeridos pelo modelo in silico.

As andlises de reologia, FTIR e titulagdo condutimetrica foram realizadas
para mensurar as interacoes.

Na analise de titulacdo condutimétrica, tendo como titulado o polimero
carragena e como titulante os aminoacidos lisina, arginina e serina, foi
constatado que apenas a lisina teve interacdo com o polimero. A curva de
titulacdo ascendente da lisina mostrou uma maior disponibilidade e mobilidade
dos ions do amino&cido com o sistema.

J& a andlise reoldgica abordou as interacdes moleculares através da
viscosidade. A formacdo de um precipitado gelatinoso da solucéo carragena-
lisina evidenciou, mais uma vez, a interacdo molecular entre a lisina e o polimero.
Enquanto as solu¢cbes de carragena-serina e carragena-arginina apresentaram
viscosidades inferiores a do polimero.

Por fim, a analise de FTIR retratou a interacdo polimero — amino&cido
através do deslocamento de bandas, visiveis apenas no espectro de lisina.

Os estudos in vitro indicaram que dentre os aminoacidos investigados, a
lisina apresentou uma maior afinidade molecular com o polimero.

Os resultados corroboram as hipéteses abordadas no modelo teérico de
adesao lipidica, sugerindo que a interacdo molecular entre as moléculas de LDL
e o tecido vascular lesado ocorra através de residuos de lisina presentes na

apolipoproteina B-100.
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RESUMO

A hipertensdo arterial € um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doencgas aterosclerdticas como infarto agudo no miocérdio,
acidente vascular cerebral isquémico e doenca arterial periférica. A patologia
agride o tecido endotelial arterial e interfere na homeostase vascular
comprometendo importantes artérias. O objetivo deste trabalho foi identificar a
influéncia da hipertensdo arterial no desenvolvimento dessas trés patologias
ateroscleroticas. A analise dos dados foi realizada através do método qui-
quadrado. O estudo incluiu 137.211 pacientes com doenca aterosclerética, com
histérico ou ndo de hipertensao arterial. A analise estatistica indicou que 65,8%
dos pacientes com acidente vascular cerebral isquémico, 60,1% com infarto
agudo do miocardio e 57,7% com doenca arterial periférica, tinham historico de
hipertensédo arterial. O trabalho evidenciou a hipertensdo arterial como um
importante fator de risco preditor para o desenvolvimento de doencas
ateroscleroticas, presente em mais da metade dos pacientes analisados. Os
resultados sugerem que pacientes com hipertensdo arterial teriam uma
propensdo maior para o desenvolvimento de acidente vascular cerebral

iIsquémico.

Palavras-chave
hipertenséao arterial. aterosclerose. infarto agudo do miocardio. acidente vascular

cerebral isquémico. doenca arterial periférica.
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ABSTRACT
Hypertension is one of the main risk factors for the development of atherosclerotic
diseases such as acute myocardial infarction, ischemic stroke, and peripheral
arterial disease. The pathology attacks the arterial endothelial tissue and
interferes with vascular homeostasis, compromising important arteries. The aim
of this study was to identify the influence of hypertension on the development of
these three atherosclerotic diseases. Data analysis was performed using the chi-
square method. The study included 137,211 patients with atherosclerotic
disease, with or without a history of hypertension. Statistical analysis indicated
that 65.8% of patients with ischemic stroke, 60.1% with acute myocardial
infarction, and 57.7% with peripheral arterial disease had a history of
hypertension. The work evidenced hypertension as an important predictor risk
factor for the development of atherosclerotic diseases, present in more than half
of the patients analyzed. The results suggest that patients with hypertension

would have a higher propensity to develop ischemic stroke.

Keywords
hypertension. atherosclerosis. acute myocardial infarction, ischemic stroke.

peripheral arterial disease.
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1. INTRODUCAO

A hipertensdo arterial é caracterizada pelo o aumento da pressao
exercida pela corrente sanguinea nas paredes das artérias. A patologia gera uma
desordem no sistema circulatorio, e causa uma disfuncdo no tecido endotelial
arterial, resultando em alteracbes significativas na morfologia e fisiologia
vascular (MENDIS et al., 2011).

A patologia é um problema de salde publica grave que atinge um terco
da populacdo mundial e é considerada um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas aterosclerdticas (WILLIAMS, 2010).

O aumento da presséo do fluxo sanguineo sob as paredes das artérias
provoca lesdes no tecido endotelial, principalmente nas regides de bifurcacdes
e ramificacdes, dando inicio ao processo inflamatorio que se agrava com a
entrada das moléculas de LDL nos intersticios celulares. O acumulo das
moléculas de LDL nas camadas subendoteliais d& origem as placas de ateroma.
Dependendo da artéria danificada, a patologia evolui para outras doengcas como
infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral isquémico e doenca
arterial periférica (SULLIVAN et al., 2004), doencas estas, responsaveis por 29,2
% das mortalidades do mundo (ROSSINI; MACHADO; XAVIER, 2006).

A prevaléncia de pacientes admitidos em hospitais, diagnosticados com
infarto agudo do miocardio, com histérico de hipertenséo arterial varia de 22 a
35% (HERLITZ et al., 1992). A incidéncia da patologia manifestada de forma
assintomatica € significativamente maior em individuos hipertensos (KANNEL,
1990). Herlitz et al. (1992) acompanhando durante um ano, pacientes poés infarto
agudo do miocardio constatou que 35% dos o6bitos correspondia a individuos
hipertensos contra 25 % nos normotensos.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 62% de todos os acidentes
vasculares cerebrais séo atribuiveis a elevados niveis pressoricos. A hipertensao
arterial é o principal fator de risco modificavel para as doencas
cerebrovasculares, quando devidamente controlada, reduz significativamente as
taxas de incidéncia da doenga (SOLER; RUIZ, 2010).

Aproximadamente 50% dos pacientes que apresentam doenca arterial
periférica sao relatados como hipertensos (CRIQUI; ABOYANS, 2015). O estudo

de Framingham mostrou a existéncia de uma relagéo direta entre a hipertenséo
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arterial e os riscos de desenvolvimento da doenca arterial periférica, homens
hipertensos teriam 2,5% dos riscos aumentados, enquanto as mulheres teriam
3,9% (MAKDISSE et al., 2008).

A hipertensdo arterial € uma doenca crbnica multifatorial, por sua
evolucdo lenta e silenciosa, muitas vezes sua deteccédo € tardia. Nos paises
desenvolvidos, pelo menos, 30% da populacdo tém histérico de hipertensao
(BENJAMIN et al., 2017). A doenca € uma das principais causas de morbilidade
e mortalidade em todo o mundo, causando 10,4 milhdes de mortes por ano
(FOROUZANFAR et al., 2015).

Vérios estudos relatam a associacdo da hipertensdo arterial e as
doencas aterosclerdticas, a maioria deles abordam a associagdo entre
hipertenséo e o infarto agudo do miocéardio, e hipertenséo e o acidente vascular
cerebral isquémico, evidenciando o desenvolvimento dessas patologias a partir
do histérico de hipertensdo dos pacientes, porém, até onde se sabe, nenhum
relato pode ser encontrado na literatura, mostrando a relagao entre hipertensao
e as trés patologias ateroscleroéticas, infarto agudo do miocéardio, acidente
vascular cerebral isquémico e doenca arterial periférica. Nesse sentindo, este
trabalho teve como objetivo identificar a influéncia da hipertenséo arterial no
desenvolvimento dessas trés patologias ateroscleréticas, como forma de alerta
e conscientizacdo referentes aos cuidados e prevencao da doenca. O estudo foi
realizado por meio de diagndstico clinico baseado em exames de imagem, onde
foi possivel confirmar a ocorréncia das patologias ateroscleroéticas, depois da
confirmacéo, o histérico de hipertensdo dos pacientes foi analisado. A anélise
estatistica foi realizada através do teste qui- quadrado, onde foi possivel calcular
qual das trés patologias ateroscleréticas seria mais provavel de se manifestar

perante aos histéricos de hipertenséo.
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2. METODOLOGIA

2.1. Buscanabase de dados

A busca foi realizada na base de dados eletr6nica Web of Science e
PubMed em outubro de 2020, foram selecionados estudos publicados no periodo
de 1995 a 2020. A busca foi realizada utilizando as palavras-chave [(diagnéstico
de infarto do miocardio) OU (doenca coronariana) OU (doenca cardiovascular)]
OU [(diagnostico de acidente vascular cerebral isquémico) OU (doenca
cerebrovascular)] OU [(diagndstico de doenca arterial periférica) OU (isquemia
arterial periférica) OU (doenca arterial obstrutiva periférica)] OU [(historico de

hipertenséo arterial) OU (presséao alta)].

2.2. Critério deinclusao

Os artigos foram selecionados apés a leitura dos titulos e do resumo.

No primeiro critério de inclusdo foram selecionados estudos que
confirmasse através de diagnosticos de imagem a ocorréncia de patologias
ateroscleroticas: infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral
isquémico ou doenca arterial periférica. Os artigos selecionados no primeiro
critério de inclusdo foram avaliados pelo segundo critério de inclusdo, que
corresponde a diagnésticos acompanhados do histérico clinico de hipertensdo
dos pacientes. Foram excluidos os trabalhos que relataram a ocorréncia da
doenca, mas ndo relataram o diagnostico confirmatério. Foram excluidos os
trabalhos que néo relataram o historico clinico de hipertensédo dos pacientes.

Os dados coletados incluiram a referéncia completa do artigo, o tamanho
do estudo, o numero de pessoas diagnosticadas com patologias
ateroscleroticas, o0 género e a idade média dos pacientes. Os artigos que

atenderam aos critérios de inclusao foram lidos na integra.

2.3. Extracado de dados

Em cada artigo selecionado foram extraidos o numero total de

diagndsticos aterosclerdéticos, o histérico de hipertenséo arterial, 0 género e a
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idade média dos pacientes. Os dados foram organizados em tabelas e

posteriormente receberam tratamento estatistico.

2.4. Anélise estatistica

O teste do qui-quadrado foi utilizado para identificar se a hipertenséo
arterial € um preditor para o desenvolvimento das doencas ateroscleroticas e
quais das patologias ateroscleréticas tem maior incidéncia de desenvolvimento
a partir do fator de risco hipertensao.

As andlises foram consideradas estatisticamente significativas quando
apresentaram valor de p< 0,05.

Os calculos envolvidos na construcdo e na analise deste trabalho foram

executados através do programa estatistico “Minitab”.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca de dados na literatura resultou em 8.320 artigos, os quais foram
selecionados de acordo com os critérios de inclusdo. Os artigos duplicados foram
eliminados, resultando em 6.840 artigos, que foram analisados de acordo com o
primeiro critério de incluséo, resultando em 180 artigos relevantes para o estudo.
A analise do texto completo levou a exclusdo de 135 artigos e, a sequir, 45
artigos foram utilizados para extracao de dados e para o tratamento estatistico.
Os diagnosticos de doenca aterosclerética IAM foi identificado em 18 artigos,

AVCi em 13 artigos e DAP em 14 artigos (figura 1).



Figura 1: Fluxograma mostrando os critérios de incluséo do trabalho
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Os dados detalhados dos estudos apresentados em cada artigo avaliado

estdo representados nas tabelas 1, 2 e 3. A tabela 1 é composta por 83.804

pacientes com diagndstico de 1AM, entre estes 50.368 hipertensos e 33.436 ndo

hipertensos, extraidos de 18 artigos. A maioria dos pacientes eram do sexo

masculino, 60.127, a idade média do grupo dos pacientes com IAM foi de 64,2

anos.

Tabela 1: Pacientes diagnosticados com IAM

Historico de Hipertensao

IAM Sim Nao Idade Género Referéncias
Média Masculino  Feminino
384 223 161 60,2 236 148 Escosteguy, et al.,
2003
583 404 179 62,3 363 220 Abbott, et al, 2007
274 186 88 58,8 178 96 Bianchini, 2018
592 280 312 60,6 475 117 Yildiz, et al., 2019
903 506 397 60,2 589 314 Abbott, et al, 2007
144 93 51 65 130 14 Gerber, et al.,
2012
528 429 99 67 365 163 Matsuzawa, et al.,
2013
1.022 493 529 67 836 186 Aboyans,et al.,
2005
5.446 1.023 4.423 57 4,514 932 Dalén,et al., 2019
153 116 37 72 109 44 Otomo, et al., 2013
4.077 2.315 1.762 66 3.290 787 Ascione, et. al,
2002
2.985 2.385 600 66 2.064 921 Filsoufi, et al.,
2007
16.184 10.962 5.222 70 11.522 4.662 Bucucerius, et al.,
2003
19.224 13.191 6.033 65 13.797 5.427 John, et al., 2000
1.779 1.089 690 63,9 1.297 482 Ricotta, et al.,
1995
1.760 1.208 552 65 1.157 603 Guaragna, et al.,
2006
4.862 3.168 1.694 66 3.095 1.767 Magedanz, 2016
22.904 12.297 10.607 64 16.110 6.794 Ferreira, 2018
Total
83.804 50.368 33.436 60.127 23.677

Diagnésticos de IAM - Infarto agudo do miocérdio identificado nos 18 artigos
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A tabela 2 € composta por 19.202 pacientes com diagnoéstico de AVCi,

entre estes 12.643 hipertensos e 6.559 nao hipertensos, extraidos de 13 artigos.

A maioria dos pacientes eram do sexo masculino, 10.824, a idade média do

grupo dos pacientes com AVC foi de 69,1 anos.

Tabela 2: Pacientes diagnosticados com AVCi

Histérico de Hipertensao

AVCi Sim Nao Idade Género Referéncias
Média Masculino  Feminino
797 626 171 75 488 309 Takasugi, et al.,
2017
204 143 61 69 135 69 Liesirova, et al.,
2018
169 112 57 64,1 83 86 Ducci, 2016
45 35 10 68,1 34 11 Ascione, et al.,
2002
729 513 216 67,1 657 72 Weimar, et al.,
2008
465 301 164 67,5 296 169 Nedeltchev, et al.,
2010
233 194 39 69 192 41 Diamond,et al.,
2018
421 140 281 75 218 203 Hysing, et al.,
2007
138 66 72 65 90 48 Khatib, et al., 2018
7.114 4,592 2.522 61,9 4.039 3.075 Hassan, et al.,
2012
6.685 4,701 1.984 66,3 3.551 3.134 Hassan, et al.,
2012
2.082 1.120 962 73,7 987 1.095 Arboix,et al., 2010
120 100 20 77,1 54 66 Abreu, et al., 2020
Total
19.202 12.643 6.559 10.824 8.378

Diagnésticos de AVCi - Acidente vascular cerebral isquémico identificado nos 13 artigos
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A tabela 3 é composta por 34.205 pacientes com diagndstico de DAP,
entre estes 19.745 hipertensos e 14.460 nao hipertensos, extraidos de 14
artigos. A maioria dos pacientes eram do sexo masculino, 19.685, a idade média
do grupo dos pacientes com DAP foi de 70,8 anos.

Tabela 3: Pacientes diagnosticados com DAP

Historico de Hipertenséao

DAP Sim Nao Idade Género Referéncias
Média Masculino Feminino
3.096 2.237 859 66 2.166 930 Cacoub, et al., 2009
237 224 13 68,9 144 93 Armstrong, et al.,
2014
502 399 103 66,5 279 223 Armstrong, et al.,
2014
16.440 9.554 6.886 67,3 9.030 7.410 Caro, et al., 2005
756 452 304 65 489 267 Smolderen, et al.,
2015
239 183 56 71 134 105 Szczeklik, et al.,
2018
29 28 1 68 21 8 Baumhakel, et al.,
2018
509 295 214 65 348 161 Vaianas, et al., 2005
102 96 6 66 62 40 Sarkadi, et al., 2015
118 103 15 64 50 68 Stone, et al., 2014
98 79 19 64,5 46 52 Boto, 2016
117 46 71 62,3 117 0 Kals, et al., 2014
461 276 185 60,2 313 148 Goessens, et al.,
2007
11.234 5.577 5.657 69 6.289 4,945 Budtz-Lily, et al.,
2015
267 196 71 67,5 197 70 Huang, et al., 2007
Total
34.205 19.745 14.460 19.685 14.520

Diagnosticos de DAP - Doenca arterial periférica identificado nos 14 artigos
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Um total de 137.211 pacientes com patologias aterosclerdticas foram
coletados dos artigos. Ao comparar o fator de risco hipertensdo com o
desenvolvimento das patologias ateroscleréticas, observou que a maioria dos
pacientes com histérico de hipertensdo tinha entre as patologias ateroscleroticas
desenvolvidas uma maior predisposicdo para o0 acidente vascular cerebral
isquémico (65,8% vs 60,1% vs 57,7%, p<0,05) (tabela 4).

Tabela 4: Hipertensdo como fator preditor para doencas ateroscleréticas

Histérico de Hipertensao

Doencgas Sim N&o Valor de p
Ateroscleroéticas

IAM 50.368 33.436 p<0,05
(60,1%) (39,9%)

AVCi 12.643 6.559 p<0,05
(65,8%) (34,2%)

DAP 19.745 14.460 p<0,05
(57,7%) (42,3%)

Tratamento estatistico relacionando o nimero total de pacientes com IAM - Infarto agudo do
miocérdio; AVCi - Acidente vascular cerebral isquémico; DAP - Doenca arterial periférica, com
seus respectivos historicos de hipertensao arterial

A analise estatistica conclui que a maioria dos casos de IAM (60,1%)
corresponde a individuos hipertensos, fato que sugere a influéncia da
hipertenséo no desenvolvimento da patologia.

O estudo de Yandrapalli et al. (2019), realizado nos EUA, no periodo de
2005 a 2015 incluiu 1.462.168 hospitalizacdes por IAM. O estudo teve por
objetivo analisar as taxas de prevaléncia de fatores de riscos modificaveis
durante o primeiro IAM. Os pacientes foram classificados por idade, em 2 grupos:
18 a 44 anos (19,2%) e 45 a 59 anos (80,8%). No primeiro grupo, 18 a 44 anos,
49,8% dos pacientes eram hipertensos, no segundo grupo, 45 a 59 anos, 59,8%

tinham historico de hipertensdo. O estudo concluiu que os fatores de risco
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modificaveis aumentaram progressivamente ao longo do tempo, sendo a
hipertenséo o fator de risco predominante para os pacientes com |IAM.

O estudo de Shiraishi et al. (2005), realizado no Japéo, no periodo de
2000 a 2004 incluiu 365 pacientes diagnosticados com IAM. O objetivo do estudo
foi analisar o historico clinico dos pacientes e a contribuicdo dos mesmos para o
desenvolvimento do IAM. Os pacientes foram divididos em 2 grupos: 20 a 39
anos (7,4%) e 60 a 70 anos (92,6%). No primeiro grupo, 20 a 39 anos, 22,2%
dos pacientes eram hipertensos, no segundo grupo, 60 a 70 anos, 52,1% tinham
historico de hipertensdo. O estudo concluiu que o tabagismo foi o fator de risco
predominante no grupo dos pacientes jovens (74,1%), no grupo com pacientes
mais velhos a hipertenséo foi o fator de risco predominante (52,1%).

A revisao sistemética sul coreana realizada por Sim e Jeong (2017), teve
por objetivo comparar o perfil clinico de pacientes diagnosticados com 1AM,
coreanos e de diferentes regides. Estudos realizados na Coreia do Sul no
periodo de 2005 a 2010, com 27.852 pacientes, com a idade média de 63,2 anos,
o fator de risco mais significativo foi o tabagismo presente em 62,8% dos
pacientes, seguidos pela hipertensdo presente em 45,9%. Estudos realizados
com 28.449 pacientes americanos e europeus, com idade média de 65 anos, no
periodo de 2004 a 2007, a hipertenséao foi considerada o principal fator de risco
responsavel pelo desenvolvimento do IAM, presente em 64,7% dos pacientes.
Estudos suecos realizados no periodo de 2004 a 2010, com 119.786 pacientes,
com idade média de 71,2 anos, tinham a hipertensdo como fator de risco
principal, presente em 45,2% dos pacientes. Estudos britanicos realizados no
periodo de 2004 a 2010, com 391.077 pacientes, com idade média de 69,5 anos,
também tinha a hipertensdo como o fator de risco mais importante para o
desenvolvimento do IAM, presente em 47,3% dos pacientes.

Os dados coletados dos artigos utilizados na construgéo deste trabalho,
mostrou que além da hipertensao ser considerada um importante fator de risco
para o desenvolvimento de AVC, pacientes hipertensos teriam uma maior
predisposicao para o desenvolvimento da patologia (65,8%) quando comparado
com as outras patologias ateroscleroticas, 1AM (60,1%) e DAP (57,7%).

O cérebro € o 6rgdo que mais sofre as consequéncias da hipertensao.
Os estudos de Framingham constataram que 0s hipertensos tém uma incidéncia

duas vezes maior de infarto agudo do miocardio e quatro vezes de acidente
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vascular cerebral isquémico, comparativamente aos normotensos (WOLF et al.,
1991).

O estudo realizado em Ohasana, no Japao, com 2.065 pacientes teve
por objetivo analisar os fatores de risco mais significativos para o
desenvolvimento de AVC em diferentes faixas etarias. O primeiro grupo
analisado, correspondeu a 1502 pacientes, com faixa etaria entre 60 a 74 anos.
A hipertensao foi considerada o principal fator de risco para estes pacientes,
presente em 43,7% dos mesmos. O segundo grupo, era formado por pacientes
com mais de 74 anos, um total de 563 pacientes. A hipertensdo também foi
considerada o principal fator de risco, presente em 54,9% dos pacientes
(MURAKAMI et al., 2017).

Um estudo contendo 358 pacientes com idade média de 61,6 anos foi
realizado na China. Os pacientes foram divididos em dois grupos, o primeiro
grupo composto por 248 pacientes com um unico episodio de AVC, e o segundo
grupo formado por 110 pacientes com AVC recorrente. O objetivo do estudo foi
analisar influéncia que as caracteristicas clinicas dos pacientes teriam na
ocorréncia e na reincidéncia da patologia. O estudo concluiu que a hipertenséo
estava presente em 286 pacientes (79,9%) e foi considerada o principal fator de
risco para os dois grupos (ZHUO et al., 2017).

O estudo de Fekadu, Chelkeba e Kebede (2019), realizado na Etidpia,
composto por 116 pacientes, com idade média de 55,1 anos, foram divididos em
dois grupos. O primeiro grupo formado por 60 pacientes com acidente vascular
cerebral isquémico, e o segundo formado por 56 pacientes com acidente
vascular cerebral hemorragico. O objetivo do estudo era analisar a influéncia que
o historico clinico dos pacientes teria no desenvolvimento dos acidentes
vasculares cerebrais. O estudo conclui que a hipertensao foi o principal fator de
risco responsavel pelo desenvolvimento dessas patologias, presente em 83,7%
no primeiro grupo e 75,6% no segundo grupo.

A Africa Subsaariana tem a maior incidéncia, prevaléncia e mortalidade,
por AVC em todo o mundo. Neste contexto, o objetivo do estudo de Owolabi et
al. (2018) buscou analisar os fatores de risco modificaveis que contribuem para
o desenvolvimento da doenga, a fim de reduzir os casos de AVC nesta regido. O
estudo foi realizado em 15 hospitais na Nigéria e em Gana, no periodo de 2014

a 2017. A populacédo do estudo foi dividida em dois grupos. O primeiro grupo
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composto por 2.112 pacientes com diagnosticos de AVC, sendo 682 do tipo
hemorragico e 1.430 do tipo isquémico. O segundo grupo, controle, foi composto
por 2.112 pacientes, dos quais ndo tinham AVC. A idade dos pacientes variava
entre 52,4 a 61,6 anos. Os pesquisadores constataram que a hipertensao foi o
principal fator de risco para o desenvolvimento da doenca, predominante nos
dois grupos, no primeiro grupo, presente em 98% dos pacientes e no segundo
grupo presente em 94% dos pacientes.

Um estudo americano realizado no Texas, no periodo de 2000 a 2007,
teve por objetivo analisar os fatores de risco para o desenvolvimento de AVC
entre diferentes etnias. A populacéo do estudo foi composta por 2.421 pacientes
diagnosticados com AVC, dos quais foram divididos em dois grupos. O primeiro
grupo continha 1.112 pacientes hispanicos-americanos e o segundo grupo 1.309
pacientes americanos. A idade média dos pacientes variava entre 65,6 a 75,8
anos. A hipertensao foi considerada o fator de risco mais significativo nos dois
grupos, presente em 68,8% dos pacientes do primeiro grupo e 72,6% dos
pacientes do segundo grupo (SEALY - JEFFERSON et al., 2012).

Os artigos com diagnésticos de DAP revelaram a importancia da
hipertensdo como fator de risco para o desenvolvimento da patologia, presente
em mais da metade dos pacientes (57,7%).

Um estudo de coorte realizados nos EUA no periodo de 2009 a 2011,
com 175.865 pacientes, com idade média de 69,9 anos constatou que 77,2%
dos pacientes tinham histérico de hipertensédo. A patologia foi considerada o
principal fator de risco para o desenvolvimento da DAP (WILLEY et al., 2018).

O estudo realizado por Saratzis et al. (2019), em dez centros vasculares
no Reino Unido no periodo de 2018, teve por objetivo avaliar os perfis
cardiovasculares de pacientes com DAP. O estudo foi composto por 440
pacientes, com idade média de 70 anos. O fator de risco mais significativo foi a
hipertenséo, presente em 72,5% dos pacientes.

O estudo realizado na Bosnia e Herzegovina, no periodo de 2015 a 2019,
com 1.022 pacientes com DAP, com idade média de 68,5 anos, teve por objetivo
analisar o perfil destes pacientes. O estudo conclui que a hipertenséo foi o fator
de risco mais significativo, presente em 58,3% dos pacientes (MLACO et al.,
2021).
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O estudo polonés realizado por Skérkowska-Telichowska et al. (2018),
no periodo de 2011 a 2013, teve por objetivo analisar os principais fatores de
riscos responsaveis pelo desenvolvimento da DAP afim de reduzir os casos da
doenca no pais. O estudo incluiu 216 pacientes, com idade média de 67,4 anos.
O estudo concluiu que os principais fatores de risco foram a dislipidemia,
presente em 77% dos pacientes, e a hipertensdo, presente em 72% dos
pacientes.

Ao comparar o histérico de hipertensdo dos pacientes diagnosticados
com infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral isquémico e doenca
arterial periférica, analisados no presente trabalho com os dados encontrados na
literatura, € possivel constatar que por mais que exista uma diferenca entre as
taxas de hipertensédo, a patologia continua sendo considerada o principal fator
de risco para o desenvolvimento das doencas ateroscleréticas. Este estudo
ressalta a importancia do controle e monitoramento da hipertenséo arterial, que
como patologia silenciosa, de progressao lenta e diagndstico muitas vezes
tardio, € considerada a porta de entrada para o desenvolvimento das doencas
ateroscleroticas, doencas essas com altas taxas de mortalidade e sequelas

irreversiveis.

4. CONCLUSOES

A analise estatistica evidenciou a hipertensdo arterial como um
importante fator de risco preditor para o desenvolvimento de doencas
ateroscleroticas como infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral
isquémico e doenca arterial periférica, presente em mais da metade dos
pacientes analisados. Os resultados sugerem que pacientes com hipertenséo
arterial teriam uma propensao maior para o0 desenvolvimento de acidente
vascular cerebral isquémico.

A prevencéo e o tratamento continua sendo a melhor forma de combater
a hipertensédo arterial, mudancas de hébitos alimentares, praticas de atividades
fisicas, e principalmente a adesdo ao tratamento, sdo fundamentais para o

controle da doencga, o que reflete na reducao dos casos ateroscleroticos.
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5. PERSPECTIVAS

O presente trabalho buscou esclarecer o inicio do desenvolvimento do
processo aterosclerdtico através da proposta de um modelo de adesao lipidica.

Com base nas conclusdes delineadas neste estudo, espera-se que estes
resultados possam ajudar no desenvolvimento de novos projetos de pesquisa
que visem avancar neste assunto especifico. Espera-se também que este
modelo de adesdo lipidica auxilie no desenvolvimento de novos medicamentos,
dispositivos e tecnologias eficazes para o controle e prevencédo de patologias
ateroscleroticas; refletindo na reducao dos casos ateroscleréticos, bem como na

diminuicdo das taxas de mortalidade e sequelas causadas por essas doencas.
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