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GLICOSAMINOGLICANOS NA PAREDE DA AORTA DE PACIENTES SUBMETIDOS A
CIRURGIA DE REVASCULARIZACAO DO MIOCARDIO. SUAS RELAGCOES COM
VARIAVEIS DO PERFIL LIPIDICO SANGUINEO

EMIDIO BRANCO DE ARAUJO JR., SERGIO DIOGO GIANNINI NEUSA FORTI, JOSE MARCOS DE GOIS, BRAINA

ESTER DEREVIACKI, CELIA MARIA STRUNZ, SERGIO ALMEIDA DE OLIVEIRA

Inexistindo investigacBes no homem (in vivo), sobre eventuais relacdes entre 0 GAG
(glicosaminoglicanos) da parede arterial e a variacdo das fracdes lipidicas do sangue
circulante, a presente pesquisa foi plangjada utilizando fragmentos da aorta obtidos na
abertura do 6stio para implante da veia safena na cirurgia de revascularizacdo do
miocardio, e os valores de diferentes variaveis lipidicas sanguineas, dosadas na mesma
oportunidade em 25 pacientes. GAG totais e condroitin 6-sulfato (C 6-S), condroitin 4-
sulfato (C 4-S), dermatan sulfato (DS) e heparan sulfato (HS) obtidos em grupos de
individuos normolipidémicos foram comparados com os correspondentes hiperco-
lesterol@micos, hipertrigliceridémicos ou hipoalfacolesterolémicos (HDL-C inferior a 35
mg/dl). Correlacdes eventuais dos valores de GAG e das suas, fragdes com os valores das
diversas variaveis lipidicas foram também investigadas.

Os resultados permitiram as seguintes conclusfes: 1) os valores da média dos GAC
totais e das suas diferentes fracdes, em grupo normocolesterolémico, ndo diferiram
significativamente dos outros 3 grupos. 2) valores dos GAG totais e das suas fracdes nao se
correlacionaram significativamente com os valores das diferentes variaveis com excecdo
de: a) DS com valores absolutos de betalipoproteinas; b) C 6-S com valor de (LDL-C)
colesterol ligado a lipoproteina de baixa densidade e com os valores absolutos das
betalipoproteinas.

As significativas correlacdes permitem levantar a hipétese de que num pequeno ndmero
de casos a variacdo de DSe de C 6-Stem alguma relacéo com os valores de LDL-C mas a
presenca de dislipidemia primaria nao representou condicao significativa para alterar os
niveis de GAG na parede da aorta toracica.

Ha muito se investiga a participacdo dos
glicosaminoglicanos (GAG) na aterogénese e no
desenvolvimento da placa aterosclerética, mas os estudos
iniciais empregaram métodos pouco sensiveisde andlise.
A partir de 1972, com modificacfes propostas por Die-
trich e Dietrich -2, essa participacdo pode ser mais bem
avaliada. Ela tem sido enfatizada por diferentes pes-
quisadores® ¢, sobretudo pela demonstrada interagdo dos
GAG sulfatados com as lipoproteinas de baixa densidade
(LDL)"8,

Tem-se verificado que as proporcbes das fracdes
sulfatadasdos GAG - dermatan sulfato (DS), heparan sulfato

(HS) e condroitin sulfato (CS), esta Ultima podendo ser
fracionada em condroitin 6-sulfato (CS-6) e condroitin 4-
sulfato (C4-S), diferem nas espécies animais®!? e que
artérias normais as possuem em proporcdes diversas das
ateroscleréticas® 13 2°,

Tem sido mostrado, em animais, que a inducéo
de hipercolesterolemia determina maior producdo de
GAG sulfatados pelas células miointimais'® 17 e, que
em meio de cultura sua producdo por essas células
é varidvel em funcdo das proporc¢des de LDL e de HDL
nele presentes®%*. Assim, pareceu de interesse verifi-
car se disturbios metabdlicos lipidicos no homem se

Servico de Prevencdo Cardioldgica - Instituto do Coragdo do Hospital das Clinicas da FMUSP.

Arg. Bras. Cardiol. 49/5 283-288 - Novembro, 1987



284 Arquivos brasileiroos de cardiologia

relacionam a modificagcBes quantitativas ou qualitativas
desses compostos na parede arterial. A andlise dos GAG
da parede arterial concomitante a determinacdo do perfil
lipidico sanguiineo encontra ébvias dificul dades, mas elas
puderam ser contornadas quando se propds utilizar
fragmentos retirados da aorta nas cirurgias de
revascularizacdo miocérdica, por pontes de safena
aortocoronarias. Por essa técnica, pode-se entéo, dispor
ao mesmo tempo, do perfil de GAG do segmento da aorta,
supostamente sem lesdes aterosclerdticas, e do perfil
lipidico sangiiineo do mesmo paciente. Procurou-se
uniformizar apesquisaexcluindo pacientes com condi¢des
clinicas (diabetes mellitus e hipertensédo arterial)
potencia mente capazes deinfluenciar os GAG daparede.

MATERIAL EMETODOS

Foram estudados 25 pacientes do sexo masculino, entre
40 e 55 anos (média de 49,5 anos), ndo diabéticos e
normotensos (limites superiores de pressdo arterial de 140
paraasistélicaede 90 mmHg paraadiastdlica), submetidos
acirurgiade revascul arizacdo do miocardio, atravésde ponte
de safena aorto-corondria.

Os fragmentos eram totalmente isentos da adventicia,
em razéo do preparo cirdrgico da aorta, sendo coletados
imediatamente em 10 volumes de acetonaa 5°C durante 24
horas para eliminar lipides neutros e substancias
lipossolUveis. A suspensdo obtida era centrifugada e seca
a véacuo, com posterior digestao proteolitica. Apéds o
tratamento do tecido com papaina, o material erasubmetido
ahidrdlisealcalina, e o sobrenadante precipitado com etanol
absoluto, sendo depois centrifugado a vacuo e o material
obtido colocado em agua destiladat®.

Para a identificagdo das diferentes fragBes sulfatadas
foi utilizada uma combinacdo do método de mi-
croeletroforese em geral de agarose e degradacdo por
enzimas especificas. Para tanto, os compostos foram
aplicados em [&minas e precipitados por cetaviona0,1%e,
posteriormente, corados com solucéo azul de toluidina a
0,1%, com o que se obtinhaametacromasia caracteristica.
Para degradacdo enzimatica foi utilizada a condroitinase
AC, quedegradacondroitin 6-sulfato e condroitin 4-sulfato
em dissacarideos insaturados 6 e 4 sulfatos,
respectivamente 215, A figura 1 ilustra o fracionamento
dos GAG que sdo identificados tendo como referéncia
padrdes de GAG sulfatados obtidos de pele, cartilagem e
pulméo deanimais (Laboratério SigmaChemical Co.).

Através da densitometria, determinaram-se as
concentragBes do condroitin sulfato, dermatan sulfato e
heparan sulfato.

Para quantificac8o de condroitin 6-sulfato e condroitin
4-sulfato utilizaram-se produtos do condroitin sulfato
degradado pela acdo da condroitinase ABC. Os
dissacarideos insaturados formados foram separados por
cromatografiadescendente em &cido isobutirico erevelados
com nitrato de prata, para serem quantificados através de
densitometria® 21519,
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Figura 1

Fig. 1 — Microeletroforese em gel de agarose dos glicosaminoglicanos
(GAG) extraidos de aorta humana (média + intima) de pacientes
submetidos acirurgiade revascularizagdo do miocardio. CS—condroitin
sulfato; DS — dermatan sulfato; HS — heparan sulfato: a fragoes
remanescentes apos incubagdo com condroitinase AC:b diferentes
fragBes dos GAG antes da incubagdo com condroitinase AC:p —
mistura padréo dos GAG.

Todos osvd oresobtidosforam expressosem miligramas
por grama de tecido seco de aorta (mg/g ), sendo também
determinados os respectivos valores pofcentuais.

Pelaimportancia darelacéo condroitin 6-sulfato

condroitin 4-sulfato
essafoi determinada em todos os casos, sendo aceito o
valor de 3,5 como o limite superior danormalidade, valor
maximo observado em aortas normais de cadaverest:.

Precedendo a cirurgia de 24 a 72 h, e estando os
pacientesem jejum de 12 a 14 h foram dosados no sangue:
a) glicose - método GOD-PAP?; b) lipides totais (LT) -
método fotocolorimétrico de Chabrol e Charonnat
modificado?!; c) triglicérides (TG) — método de
determinacdo enzimatico?? ; d) colesterol-total (CT) -
método colorimétrico enzimatico?; €) HDL-colesterol -
método de Warnick e Albers,

Indiretamente determinaram-se os valores de
VLDL colesterol (colesterol ligado a lipoproteinas de
muito baixa densidade), de LDL colesterol (colesterol
ligado alipoproteinas de baixa densidade) e os chama-
dos indices de risco coronario IR e IR, segundo os
seguintes critérios: a) VLDL colesterol? 26 exclusiva-
mente calculados para pacientes com triglicérides in-
feriores a 400 mg/dl, através da relacéo triglicérides

5

e expressos os valores em mg/dl: b) LDL colesterol?>2
aravésdaequacdo L DL colesterol = colesterol total - (VLDL
colesterol + HDL colesterol), sendo os valo-
res correspondentes expressos em mg/dl: c) IRl avaia
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do pelarelacao colesterol total 2+%; d) IR avaliado
HDL colesterol 2
pelarelacdo LDL colesterol /%,
HDL colesterol

Os lipides sanguineos foram também analisados
através de fracionamento el etroforético em fitas de gel
de celulose, determinando-se o percentual de cada
fracdo e seu valor quantitativo, em funcdo dalipidemia
total.

Para comparagdes agruparam-se 0s pacientes segundo
osvalores das fungdes li pidi cas dosadas bi oquimicamente;
1) grupo A colesteral total £ 250 mg/dl e B colesterol total
> 250 mg/dl; 2) grupo C triglicérides £ 160 mg/dl e D
triglicérides> 160 mg/dl; 3) gruposEHDL £ 35mg/dl eF>
35mg/dl.

As comparactes entre os diferentes grupos foram feitas
através do teste t de Student, para valores ndo pareados.
RelacBes entre valores dos GAG totais, de condroitin
6-sulfato, condroitin 4-sulfato, dermatan sulfato e heparan
sulfato com valores diferentes variaveis do perfil lipidico,
foram pesquisadas através da determinagéo do coeficiente
de correlacéo de Pearson (r).

A significanciados resultados foi considerada ao nivel
de 95% de probabilidade (p < 0,05).

RESULTADOS

As médias e os respectivos desvios-padrao para GAG
totais e suas fragdes e para os valores da relacdo
condroitin 6-sulfato estéo nosquadros| ell. Em apenas5
condroitin 4-sulfato
casos estarelacdo eramaior que 3,5.

QUADRO | - Médias e desvios-padr do dos valores de glicosami-
noglicanos totais e de suas fraces obtidas em fragmentos de
aorta ascendente de pacientes submetidos a cirurgia de
revascularizagéo miocér dica.

XtS XtS
Variaveis N

mg/ga (%)
GAG 25 6,16 + 2,69 -
Cs 25 464 +1,81 77,00 £ 11,00
DS 25 0,76 £ 0,58 11,50 + 5,80
HS 25 0,78 + 0,56 11,50 + 4,54

GAG = glicosaminoglicanos totais, CS = condroitin sulfato: DS =
dermatan sulfato: HS = heparan sulfato; mg/g, = miligrama por grama
de tecido seco de aorta; N = numero de pacientes. X = media; S =
desvio padréo.

QUADRO 11 - Médias e desvios-padr do dos valor es de condr oitin
sulfato, condroitin 6-sulfato, condr oitin 4-sulfato, e darelagéo C6-
S C4-S obtidos em fragmentos de aorta ascendente de pacientes
submetidos acirurgia de revascularizagdo miocér dica.

o X£S X+S _X£S
Varidveis (Mg/ga) (%)
cs 25  464+181 77,00 + 11,00
69,00 + 13,00 **
C6-S 25 3,17+1,26 53,00 + 15,00 *
30,50 +£ 12,50 **
- +
c4-s 25  192+092 (24,00 10.38) *
C6-S
25 2,77+1,93
C4-S

CS = condroitin sulfato; C6-S = condroitin 6-sulfato; C4-S =
condroitin 4-sulfato; C6-S/C4-S = relacéo entre condroitin 6 e 4-sulfato
* = médias e desvios-padréo das porcentagens das fragoes C6-S e C4-S
do total dos GAG; CS= C6-S + C4-S; ** = médias e desvios-padréo
das porcentagens de quantidade total de CS; N = nlmero de pacientes;
X = média; S= desvio-padrao.

QUADRO |11 - Compar agéo das médias (mg/g,) dos GAG totais e das suas fr agdes dos difer entes gr upos pelo teste t.

GAG C6-S C4-S DS HS
Grupos N t t t t
XxS XS X+S X+S XS
A (CT < 250 mg/dl) 15 6,61+ 3,03 3,49+1,45 1,37+£0,94 0,90 + 0,67 0,85+ 0,62
0,88 154 0,43 0,45
B (CT > 250 mg/dl) 8 554 +2,29 2,63+0,52 1,55+0,96 0,60+ 0,35 0,74+ 0,46
C (TG =< 160 mg/dl) 5 552+454 2,65+2,00 1,30+£0,81 0,76 +0,80 0,72+0,93
0,64 1,04 0,35 0,14
D (TG > 160 mg/dl) 18 6,44 + 2,24 3,34+1,09 1,47+0,98 0,81+054 0,82+0,45
E (HDL-C<35mgdl) 17 6,15+2,43 334+134 1,58 + 0,94 0,92+ 0,63 0,87+ 0,62
1,20 0,94 1,32 1,10
F (HDL-C > 35 mg/dl) 6 4,83+1,89 2,75+114 1,01+0,81 0,48+0,29 057+0,84

GAG = glicosaminoglicanos totais, C6-S = condroitin 6-sulfato; C4-S= condroitin 4-sulfato; DS = dermatan sulfato; HS = heparan sulfato; CT =
colesterol total; HDL-C = colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade; mg/ga = miligrama por grama de tecido seco de aorta; mg/dl = miligrama

por decilitro; X = média; S = desvio-padrao.

Nos quadros 111 e IV estdo indicadas as médias e os
respectivos desvios-padrao para cada fragdo lipidica. Os
indices de risco variaram, respectivamente, de 5,1 a 11,6
(IR)ede32a8,1(IR).

Através do teste t, ndo foi possivel mostrar diferencas
significativas nacomparacgdo entreosgruposA eB, CeD

e E e F, em relagdo aos valores dos GAG e suas fragOes,
tanto em valores absolutos, como relativos (quadros 111,
1V). Ressalta-se que os grupos diferiam significativamente
entresi, emrelacdo asvariaveislipidicas, como indicam os
valores de t obtidos pelos confrontos das respectivas
meédias (quadro V).
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Os coeficientes de correlacdo foram significativos
apenas quando confrontados os valores de dermatan
sulfato com os de betalipoproteinas (r = 0,43, r critico =

0,43) e valores condroitin 6-sulfato com os de LDL-
colesterol (r = 0,54, r critico=0,49) ou com os de betali-
poproteinas (r = 0,50, r critico=0,43) (quadro V1).

QUADRO |V - Comparagdo das médias (por centual) dos GAG totais e das suas fragdes dos difer entes grupos pelo teste t.

GAG C6-S C4-S DS HS
Grupos N t t t t t
XS XS XS XS XS
A (CT < 250 mg/dl) 15 6,60+6,60 72,40 + 12,40 27,90+ 11,60 13,20 £ 6,70 12,20 + 5,00
0,88 1,27 1,20 1,10 0,15
B (CT > 250 mg/dl) 8 5,50 + 2,20 65,20 + 13,70 34,70+ 13,70 10,30 £ 2,90 12,50 * 3,40
C (TG < 160 mg/dl) 5 552+ 4,54 66,00 + 3,94 34,00+ 3,94 12,30 * 3,80 12,10+ 4,58
0,64 0,75 0,73 0,03 0,11
D (TG > 160 mg/dl) 18 6,44+224 70,90 + 14,50 29,20 + 14,00 12,20 £ 6,34 12,30 + 4,59
E(HDL-C<35mgd) 17 6,15+243 68,64 + 12,31 31,61+ 11,50 13,24 + 6,42 12,66 + 5,05
1,20 1,08 1,17 1,44 0,66
F (HDL-C > 35 mg/dl) 6  483+1,89 75,40 + 15,60 24,58 + 15,60 9,35+1,87 9,35+1,87

GAG = glicosaminoglicanostotais, C6-S = condroin 6-sulfato; C6-S = condroin 4-sulfato; DS = dermatan sulfato; HS = heparan sulfato; CT = colesterol
total; HDL-C = colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade; mg/g, = miligrama por grama de tecido seco de aorta; mg/dl = miligrama por decilitro;

X = média; = desvio padréo.

QUADRO V - Comparagdo pelo teste t pareado entre as médias
variaveis lipidicas dosadas por métodos bioquimicos em mg/dl nos
diferentes grupos.

Grupos N X+S t
A (CT < 250) 15 211,40+ 24,10

6,00 *
B (CT > 250) 8 275,50 £ 24,90
C(TG<160) 5 98,00 + 18,70

3,62

D (TG > 160) 18 357,78 £ 157,42
E (HDL-C < 35) 17 284+4,35

583*
D (HDL-C > 35) 6 39,17+ 2,23

CT = colesterol total; TG = triglicérides, HDL-C = colesterol ligado a
lipoproteina de alta densidade; mg/dl = miligrama por decilitro; N =
ndmero de pacientes: X = média; S= desvio-padrdo; * = signifi-

cativo (p < 0,05).

QUADRO VI - Coeficientes de correlagdo significativos (p < 0,05)
obtidos nos confrontos possiveis entr e valor es das fr agoes de GAG
com osvalores de diferentes variaveis

Fragbes de GAG Varidvels N r
DS X Betalipoproteina 21 +043
(mg/g.) (mg/di)
C6-S X LDL-C 16 +0,54
(mg/g.) (mg/di)
C6-S X Betalipoproteina 21 + 0,50
() (mg/d))

GAG = glicosaminoglicanos totais, DS = dermatan sulfato; C6-S =
condroitin 6-sulfato; LDL-C = colesteral ligado a fragdo de lipoproteina
de baixa densdade;, N = nimero de pacientes, r = coeficiente de
correlacdo (Pearson); mg/g, = miligrama por grama de tecido seco de
aorta; mg/dl = miligrama por decilitro.

O perfil dos GAG foi constante, sempreisolan-
do-se asfragdes C6-S, C4-S, DSeHS como o ilustrado
nafigural.

COMENTARIOS

Inicialmente deve-se notar que ndo ha na literatura
investigacGes semelhantes a esta, pois no homem as
pesquisas sobre GAG tém sido feitas em material de
necropsias, analisando separadamente as camadas intimas
e média. Toledo e Mourdo™*5, utilizando aortas torécicas
de cadaveres em segmentos isentos de lesbes
aterosclerdticas, determinaram os valores dos GAG de
parede sem adventiciae encontraram médias de 80% para
CS(C6-S=56%; C4-S=24%), 10% paraDSe10% paraHS.
Os resultados aqui apresentados assemelham-se a esses,
pois obteve-se 77% para CS (C6-S = 53%, C4-S = 24%),
11,5% paraDSe 11,5% paraHS.

InvestigacOes de outros pesguisadores, realizadas em
aortas de cadaveres, mostram que a presenca de doenca
aterosclerética modifica esse perfil, pois na intima ha
diminuicdo de condroitin 6-sulfato, condroitin 4-sulfato,
heparan sulfato e elevacdo de dermatan sulfato, ao passo
gue nas camadas média e adventiciaelas praticamente ndo
sealteram5 72,

Tendo portanto como referéncia os valores porcentuais
do GAG da presente pesquisa, pode-se admitir que amaior
parte dos fragmentos analisados ndo era sede de lesBes
aterosclerdticasimportantes. O material obtido parece, entéo,
ser adequado paraanalisar se o teor doslipidios sangliineos
guardaalgumarelacdo com aquantidade e com o perfil dos
GAG daparede arterial, propdsito desta pesquisa.

Quando se reuniram os pacientes segundo valores
limitesdeCT, TG oudeHDL -C, pbde-se verificar queembora
0s grupos A, C e E diferissem de modo significativo
respectivamente dos grupos B, D e F, eles ndo foram
estatisticamente diferentes quanto ao teor dos
GAG totais ou das diferentes frages. Em outras pala-
vras, a presenca de hipercolesterolemia, de hipertrigli-
ceridemia ou de baixos valores de HDL-C circulantes
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aparentemente ndo influenciaram qualitativa e
guantitativamente os GAG na por¢éo da aorta analisada.

Dos diferentes coeficientes de correlacao (r)
determinados, apenasforam significativos osdo confronto
entre val ores de dermatan sulfato e de betalipoproteinas (r
=0,43, r critico=0,43) e0sC6-Scom asdebetdipoproteinas
(r=0,50, r critico=0,43) ecomosLDL-colesteral (r=0,54,
r critico=0,49).

Aindaquesignificativos, osvaloresder acimaindicados
estiveram muito proximos dos val ores criticos mostrando
gue pequeno nimero de pacientes (18 a29%) exibiarelacdo
entre o teor de LDL sérico e o dasfragdes C6-SeDS.

E possivel que, para casos, o teor das lipopro-
teinas de baixa densidade em circulagdo sgja o estimulo
regulador dasintesedaC6-SeDSpelascdulasmiointimais,
como observado em cultura dessas células, mas também
pode-se supor que o mesmo cddigo genético regule
simultaneamente o “pool” de LDL e o de C6-S e DS da
paredearterial.

Namaioria dos individuos, no entanto, as proporcgdes
das fracdes da GAG da parede arterial ndo parecem
depender do perfil lipidico sangiiineo e talvez outros
fatores (hemodinamicos, hipoxia, etc.) sgjam responsaveis
pelas modificacBes referidas nos diversos estégios da
leséo aterosclerotica observada por diferentes
pesquisadores “3*:3L, Outra possibilidade € ade que, apos
iniciadaaformacao do ateroma, 0s GAG passem a sofrer
ainfluéncia dos lipides presentes na parede. Diante dos
resultados aqui apresentados é possivel admitir que a
parede arterial exiba um padréo particular dos GAG,
independentemente do perfil de lipides em circulacdo, e
gue aformacdo e a precipitacdo dos complexos GAG-LP
possaocorrer por mecanismos néo ligados aconcentragdo
das duas substancias, mas a outras condic¢des, como as
sugeridas por lverius (peneiramolecular, exclusio estérica
eligacdoidnica)*.

SUMMARY

Since there is no investigation in humans (in vivo) on
the eventual relation between glycosaminoglycans (GAG)
of the arterial wall and the various lipid fractions of the
blood, the present investigation was undertaken using
fragments of aortaobtained in the aperture of the ostiumto
implant the saphenousveinin myocardial revascul arization
surgery, and the blood lipid values of different variables
doses at the same opportunity in 25 patients. Total GAG
and mean values of chondroitin 6-sulfate, chondroitin
4-sulfate, dermatan sulfate and heparan sulfatefraction from
normolipidemic individuals were compared with the
corresponding ones of hypercholesterolemic, hypertri-
glyceridemic or hypoalfacholesterolemic subjects
(HDL-cholesterol blood values inferior to 35 mg/dl).
Eventual correlations of the GAG values and its fraction
with the values of several lipid variables were also
investigated.

Results permitted the following conclusions: 1) mean
values of total GAG and its different fractionsin the
normochol esterolemic group did not significantly differ
from the one found in the other groups: 2) values of total
GAG anditsfractionsdid not significantly correlate with
thevaluesof the different variablesexcept for: @) dermatan
sulfate with absolute values of b-lipoproteins; b)
chondroitin 6-sulfate with LDL-cholesterol values and
with absolute b-lipoproteins values.

Thesignificant correlations|ead to the conclusion that
in a small number of cases the variations of dermatan
sulfate and chondroitin 6-sulfate bear some relationship
with the values of low-density lipoproteins but the
presence of primary dislipidemia did not represent a
condition ableto significantly alter the GAG level of the
wall of thethoracic aorta.
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