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“Nao tentes ser bem sucedido, tenta antes ser um homem de valor”

Albert Einstein
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AMARAL, Leonor Fernandes Teixeira. Remodelamento de particulas lipoprotéicas de
alta densidade (HDL) e atividade antioxidante entre pacientes diabéticos e ndo diabéticos
com doenca aterosclerdtica coronaria. 51 f. il. Dissertacdo (Mestrado) — Fundagdo
Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2015.

RESUMO

INTRODUGCAO: as doencas cardiovasculares acometem milhares de pessoas no mundo,
sendo a doenga aterosclerética a de maior morbimortalidade. Além disso, a aterosclerose
pode manifestar-se precocemente dada a presenca de dislipidemias, processos
inflamatorios e alteracBes metabdlicas como a diabetes. OBJETIVO: avaliar se existem
diferencas no remodelamento da HDL e atividade antioxidante entre pacientes diabéticos
e ndo diabéticos com doenca aterosclerética. Ainda, identificar, quantificar e estimar
biomarcadores relacionados ao remodelamento de particulas lipoprotéicas e ao risco
cardiovascular em funcdo da concentragdo de colesterol na HDL, colesterol livre total,
LDL-C, apoB, apoA-l, atividade da paraoxonase 1 (PON1), razGes de risco como
TG/HDL-C, LDL-C/ApoB, HDL-C/apoA-1, PON1/apoA-I, apoA-1/ApoB e tamanho
estimado de particulas de HDL, LDL, glicemia, insulina e HbAlc. METODOS: foram
selecionados por conveniéncia 69 pacientes do sexo masculino, entre 18 e 75 anos,
oriundos da enfermaria de cardiologia do Hospital Ana Neri, subdivididos em dois
subgrupos: diabéticos e ndo diabéticos, ambos, com doenga aterosclerética coronaria.
Foram utilizadas metodologias enzimaticas, imunoturbidimétricas e nefelometricas nesse
estudo. RESULTADOS: dos achados da comparacgdo direta entre 0S grupos apenas a
glicemia de jejum foi significativamente diferente (Teste t; p<0,05). Embora ndo
significante o valor do colesterol ndo esterificado (CL) foi, em média, quatro vezes maior
nos diabéticos quando comparado aos ndo diabéticos. A andlise de correlacdo linear
mostrou achados importantes do ponto de vista fisiologico, como correlagdo positiva
entre CL e HDL-C (r=0,617; p<0,01083) e razéo apoA-l/apoB e insulina (r=0,489;
p<0,02095) nos diabéticos, e correlacéo negativa entre PON1/apoA-I com CL (r=-0,499;
p<0,0065) e HDL-C com HbAlc (r=-0,444; p<0,0324) nos pacientes ndo diabéticos.
CONCLUSAO: Os achados desse estudo mostram que o calculo das razdes utilizadas
para a analise de risco cardiovascular foram importantes indicadores quando
correlacionados com marcadores séricos sugestivos de risco cardiovascular na populagdo
masculina diabética deste estudo.

Palavras—chave: Diabetes; Lipoproteinas Aterogénicas; HDL; Aterosclerose Precoce.



AMARAL, Leonor Fernandes Teixeira. High-density lipoprotein (HDL) particle’s
remodeling and antioxidant activity between diabetic and non-diabetic patients with
coronary artery disease. 51 f. il. Dissertacdo (Mestrado) — Fundagdo Oswaldo Cruz,
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2015.

ABSTRACT

Introduction: cardiovascular diseases affect thousands of people around the world, and
atherosclerotic disease is the one with the greatest morbidity and mortality. Furthermore,
atherosclerosis may manifest early by the presence of dyslipidemia, inflammatory
processes and metabolic disorders such as diabetes. Objective: to assess whether there
are differences between HDL remodeling and antioxidant activity from diabetic and non-
diabetic patients with coronary artery disease. Also, identify, quantify and evaluate
biomarkers related to lipoprotein particles remodeling and cardiovascular risk depending
on HDL cholesterol concentration, total free cholesterol, LDL-C, apoB, apoA-I,
paraoxonase activity 1 (PON1), and risk ratios like TG/HDL-C, LDL-C/ApoB, HDL-
ClapoA-1, PON1/apoA-I, apoA-1/ApoB, HDL and LDL estimated particles size, glucose,
insulin and HbAlc. Methods: we selected by convenience 69 male patients between 18
and 75 years, from the Cardiology Unit of Hospital Ana Neri, they were subdivided into
two groups: diabetic and non-diabetic patients, both with coronary atherosclerosis. In
these study were used enzymatic, immunoturbidimetric and nephelometric
methodologies. Results: From the findings of the direct comparison between groups only
fasting glucose was significantly different (t test; p <0.05). Although not significant, the
value of non-esterified cholesterol (CL) was on average, four times higher in diabetics
when compared to non-diabetics. Linear correlation analysis showed significant findings,
from a physiological point of view, as positive correlation between CL and HDL-C (r =
0.617, p <0.01083) and apoA-I ratio/apoB and insulin (r = 0.489, p <0.02095) in diabetics,
and negative correlation between PON1/apoA-1 with CL (r = -0.499; p <0.0065) and
HDL-C with HbAlc (r = -0.444; p <0.0324) in patients non-diabetic. Conclusion: the
findings shows that the calculated ratio’s used for cardiovascular risk analysis were
important indicators when correlated to serum markers suggestive of cardiovascular risk
in the study diabetic male population.

Keywords: Diabetes; Atherogenic Lipoproteins; HDL; Early Atherosclerosis.
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1 INTRODUCAO
1.1 DIABETES

O diabetes € uma desordem metabdlica caracterizada por concentragdes elevadas de
glicose na corrente sanguinea. Essa alteracdo metabdlica conduz a uma série de reagdes
que geram estresse oxidativo nos tecidos corpdreos, impactando especialmente em
alteragdes na parede vascular arterial (KOREN-GLUZER et al., 2011). O resultado destas
alteracOes é responsavel por complicagdes vasculares identificadas nesta patologia que
levam a aterosclerose. Esse processo € lento e insidioso, potencialmente capaz de finalizar
em desfechos de grande morbimortalidade caracterizados pela presenca de lesdes micro
ou macrovascular que podem impactar também no status hemodindmico geral do
paciente. Em geral o diabetes, com base no consenso da “Associacdo Americana de
Diabetes (ADA)” esta classificado como: diabetes mellitus tipo 1, quando a fisiopatologia
estd relacionada a destruicdo das células beta pancredticas, levando a insuficiéncia
completa de insulina; diabetes mellitus tipo 2, quando hé resisténcia & insulina e posterior
faléncia das celulas beta pancreéticas; diabetes gestacional e outros tipos especificos de

diabetes que englobam entre outras, causas genéticas e medicamentosas (ADA, 2014).

O diabetes assume atualmente um cenédrio mundial preocupante, abrangendo 8,3% da
populacdo mundial e vem crescendo exponencialmente de tal forma que se estima que
em 2035 cerca 55% da populagdo mundial seja portadora de diabetes (IDF, 2014). No
Brasil, em 1987 foi estimada a prevaléncia do diabetes em 7,6% da populacdo
(MALERBI et al., 1992). Atualmente ainda ndo dispomos de muitos estudos
epidemioldgicos, mas dados do Ministério da Salde obtidos a partir de inquéritos da
VIGITEL (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por
Inquérito Telefonico) demonstrou que a prevaléncia do diabetes auto referido cresceu
significativamente entre 2006 e 2013 de 5,2% para 6,9%. Em 2013 5,1 milhdes de pessoas
morreram em consequéncia do diabetes no mundo. As doengas cardiovasculares
compreendem 50% das mortes dos pacientes diabéticos (OMS, 2013). O fato de uma
pessoa ter diabetes aumenta isoladamente o risco de ter infarto agudo do miocérdio (IAM)
ou acidente vascular encefalico (AVC) em duas a quatro vezes (LAAKSO M. et al.,
2001). Fatores associados ao diabetes como dislipidemia, obesidade, hipertenséo arterial
sistémica sdo multiplicadores do risco de doenca cardiovascular e estdo intrinsecamente

inter-relacionados do ponto de vista patologico formando uma grande rede de alteracdes
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que alimentam e robustecem este risco. Os héabitos de vida adotados pela sociedade atual
e 0 aumento da expectativa de vida contribuem de forma impactante na construgédo deste
cenario (SVENSSON et al., 2014).

A consequéncia primordial das alteracbes metabdlicas, multifatoriais, no paciente
diabético € a hiperglicemia, que tem ac¢do modificadora importante no endotélio vascular,
palco das transformagdes estruturais responsaveis pelo evento cardiovascular. Embora se
conheca muitas destas alteracdes, ainda hd muito que se compreender neste processo

complexo e dindmico.

O UKPDS (The UK Prospective Diabetes Study), estudo feito no Reino Unido, com
pacientes diabéticos tipo 2, mostrou aumento de mortalidade cardiovascular nestes
pacientes. A acdo da resisténcia a insulina contribui substancialmente nesta resultante.
No Brasil e no mundo observa-se 0 aumento da prevaléncia de obesidade o que traz como
probleméatica um grupo substantivo de individuos com Sindrome metabdlica que tem
como base fisiopatoldgica a resisténcia a insulina (DIRETRIZES DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES 2014-2015). A sindrome metabdlica é caracterizada por
um conjunto de critérios que tém em comum individuos com aumento da circunferéncia
abdominal e glicemia de jejum alterada. Estes individuos tem o risco de doenca
cardiovascular aumentado (SEMENKOVICH, 2014). Analisando a resisténcia a insulina
surge entdo outro fator de risco importante para doenga cardiovascular (DCV) e que est4

fortemente presente nos pacientes diabéticos, a dislipidemia (BERTOLUCI et al., 2010).

1.2 DISLIPIDEMIA E DIABETES

A dislipidemia é uma complicacdo frequente em pacientes diabéticos, em especial 0s
pacientes com diabetes tipo 2, e é também uma das mais importantes precursoras da DCV
nestes pacientes. Laboratorialmente ela é caracterizada por altas concentragBes de
triglicerideos e baixas concentra¢des de HDL-C. O LDL-C na maioria destes pacientes
encontra-se entre os valores ditos normais, entretanto, neste caso essas particulas
lipoproteicas s&o menores e mais densas (LDL pequena e densa; LDLsd), fato que

favorece sua oxidagéo e aumenta seu potencial aterogénico (LIMA e COUTO, 2006).

Este perfil lipidico caracteristico dos pacientes com diabetes tipo 2 pode ser atribuido a

resisténcia insulinica. A resisténcia insulinica promove alteragdes nas enzimas e proteinas
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de transferéncia envolvidas tanto no metabolismo lipidico quanto no remodelamento das
particulas lipoproteicas (BITZUR et al., 2009). Normalmente, estes pacientes possuem
algum tipo de defeito pds-receptor de insulina apesar de produzirem insulina em niveis
até maiores que o habitual. Entretanto nestes individuos existem alteragdes na sinalizacéo
intracelular da insulina e os mecanismos celulares ndo reconhecem a sua presenga, fato
este que esta associado a hiperinsulinemia ineficiente (ADA, 2014). Nos pacientes com
diabetes mellitus tipo 1, a fisiopatologia da doenca € baseada na destruicdo das células
beta pancreéticas e consequente deficiéncia ou mesmo auséncia da produgdo de insulina.
Em ambos os casos, 0 mecanismo é compreendido, em nivel celular, como auséncia de
insulina. Na auséncia da insulina, a lipase horménio sensivel (lipase adipocitéria) tem sua
atividade aumentada, o que proporciona aumento da lipélise, provendo o figado de &cidos
graxos livres que, associados a alta concentracdo de glicose plasmética, fornecem o
substrato necessario para a formacéo das VLDL (LIMA e COUTO, 2006). A lipase
lipoproteica (LPL), neste caso, estara com sua atividade reduzida levando ao acimulo das
particulas de VLDL ricas em triglicérides (TG), resultando em hipertrigliceridemia
associada a reducdo de HDL-C. Além disso, a diminuigdo da atividade da LPL e aumento
da atividade da LH também contribuem com o remodelamento da HDL, tornando-a
menor. Ainda, alteracdo na proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP) tem
impacto direto no desenvolvimento da dislipidemia diabética, pois é responsavel pela
transferéncia de ésteres de colesterol (CE) para lipoproteinas ricas em TG e também
diminuicéo do tamanho da HDL (BOUILLET et al, 2014). A proteina responsavel pela
esterificacdo do colesterol livre (CL) e aumento da particula de HDL, a Lecitina
Colesterol Acil-transferase (LCAT), também tem sua atividade modificada nos pacientes
diabéticos. O conjunto de todas estas alteracbes enziméticas e de proteinas de
transferéncia/esterificacdo observadas nos pacientes diabéticos resulta nas alteracdes do
metabolismo lipidico e remodelamento de particulas lipoproteicas que séo altamente
aterogénicas (BOUILLET et al., 2014).

1.3 ATEROSCLEROSE E FATOR DE RISCO CARDIOVASCULAR

As doencas cardiovasculares séo a primeira causa de morte no Brasil, dessas, a doenga

cardiovascular aterosclerdtica é a principal responsavel pelo indice de mortalidade por
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causas cardiovasculares neste pais (DATASUS, 2010; CORREA-CAMACHO et al.,
2007; FERRAZ, 2008).

A aterosclerose é uma doenca insidiosa e multifatorial resultante de processo inflamatorio
cronico que ocorre continuamente na camada intima das artérias e progride para suas
camadas mais internas. A lesdo endotelial é dita como ponto de partida para a aterogénese,
e resulta das interagbes de muitos fatores predisponentes originados de agressdes
mecéanicas como a hipertensdo arterial sisttmica, de agentes citotoxicos como 0s
existentes no tabaco e a glicacdo proteica irreversivel do diabetes, além das multifatoriais
provocadas por dislipidemias, infec¢Ges virais e bacterianas (LUSIS, 2000). Embora a
idade seja um fator de risco preponderante para o desenvolvimento da aterosclerose, ja se
tem estabelecido hoje que esta patologia ndo é um simples resultado do envelhecimento
degenerativo das artérias, pois, também existem fatores e marcadores de risco genético-
ambientais que tem importante influéncia para seu desenvolvimento (LIMA e COUTO,
2006).

A lesdo endotelial provocada pelos diversos fatores citados resultard em aumento da
permeabilidade (influxo) de lipoproteinas na camada intima e retencdo dessas particulas
mais facilmente neste espaco, dessa forma as particulas de LDL s&o oxidadas e tornam-
se citotoxicas (INTROCASO, 2001). Deflagra-se em seguida a ativacdo do sistema
imunoldgico, onde se observa o aumento de moléculas de adesdo leucocitaria,
recrutamento de monacitos e linfocitos. Os mondcitos se diferenciam em macréfagos para
fagocitar particulas de LDL oxidadas (modificadas), transformando-se quando turgidas
em celulas espumosas. Estas células espumosas tém uma importante participacdo no
processo aterosclerotico, pois secretam citocinas e enzimas proteoliticas que amplificam
a resposta inflamatéria e degradam o colageno e outros componentes teciduais. Ocorre
também a migracdo de células musculares lisas e producdo da matriz extracelular
(INTROCASO, 2001). Essas sdo algumas das etapas que levam a formagdo da capa
fibrosa que evolui para a placa aterosclerdtica. A placa desenvolvida é composta por
elementos celulares, matriz extracelular e ntcleo lipidico necrético. Quando a atividade
inflamatGria permanece nestas placas acontece o rompimento desta capa fibrosa e
formam-se as chamadas placas instaveis. O contetdo lipidico dentro dessas placas se

exposto é altamente trombogénico. O desenvolvimento da placa se dé ao longo de muitos
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anos, sendo assim, para melhor compreensao a “American Hearth Association” em 1990

classificou esse desenvolvimento em seis estagios:

Tipo | - As lesdes iniciais ndo vistas macroscopicamente. Consistem em lesdes com 0s
primeiros depositos de lipideos microscopicos e quimicamente detectaveis na intima, em
conjunto com as reagdes celulares associadas a esses depositos. As lesdes do tipo | ou
iniciais tém sido descritas em criangas e adolescentes (a partir da primeira década de
vida), tais lesdes passam a ocorrer em adultos, sobretudo naqueles com pouca
aterosclerose ou em locais das artérias resistentes a lesdes.

Tipo Il - As leses do tipo Il incluem as estrias gordurosas e podem ser vistas
macroscopicamente como estrias ou manchas amareladas na superficie da tunica intima
das artérias. As lesbes do tipo Il consistem, essencialmente, em grupos de células
espumosas dispostas em camadas estratificadas adjacentes, em vez de apresentarem-se
como grupos isolados de células. As células musculares lisas intimais, assim como 0s
macrdfagos, também contém goticulas lipidicas.

Tipo Il - S&o conhecidas como lesbes intermediérias ou pré-ateroma. Histologicamente
se caracterizam pela presencga de acimulo lipidico no meio extracelular.

Tipo IV - S8o chamadas de ateromas. Apresentam contetdo denso e extracelular de
lipideos localizados de forma uniforme na camada intima, que sdo conhecidos como
nucleos lipidicos. Estas lesdes tem crescimento excéntrico e além disso, espessam a
parede arterial sem ocasionar estreitamento luminal.

Tipo V - Essas lesdes se caracterizam pela formacéo de tecido conectivo fibroso que,
quando associado ao ndcleo lipidico, formam o fibroateroma. Séo subdivididas em a, b e

c. Tais lesbes podem provocar estreitamento luminal clinicamente importantes.

Alguns fatores podem acelerar, potencializar ou mesmo iniciar este processo,
configurando no que chamamos de aterosclerose precoce. Aterosclerose precoce é
definida como evento cardiovascular isquémico que se manifesta clinicamente antes dos
65 anos nas mulheres e dos 55 anos nos homens. Doencas genéticas, doenga renal cronica,
dislipidemias familiares, doencas hepéticas e diabetes, estdo entre as patologias
determinantes no desenvolvimento da aterosclerose precoce. O diabetes mellitus, por ser

uma doenga cada vez mais prevalente na populagdo, tem um papel significativo na
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epidemiologia da aterosclerose precoce, assim como a prevengéo e o tratamento adequado

do diabetes pode impactar positivamente no curso desta doenga.

1.4 MARCADORES SUGESTIVOS DE RISCO CARDIOVASCULAR E
ATEROSCLEROSE: HDL-C, LDL-C, PARAOXONASE APOA, APOB,
COLESTEROL NAO HDL E TRIGLICERIDEOS

141 AHDL

A lipoproteina de alta densidade (HDL) é uma particula lipoproteica basicamente
constituida por apoproteinas, ésteres de colesterol, colesterol livre, fosfolipidios e
triglicérides. A HDL participa de um mecanismo complexo e refinado com implicagdes
fisiologicas extremamente importantes. Quando ndo funcional a HDL tornar-se o ponto

de partida para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares ateroscleroticas.

Ha evidéncias da associacéo inversa entre as concentracdes de colesterol da HDL (HDL-
C) e doenca cardiovascular (SHEKHANAWAR et al., 2013), solidificadas por grandes
estudos epidemioldgicos como o estudo de Framingham que revelou o HDL-C como um

fator/marcador de risco independente para doenga cardiovascular (WILSON et al.,1988).

A HDL (particula lipoproteica) tem meia vida de cerca de seis dias, € sintetizada no figado
e intestino (BACHORIK et al., 1999). Esta molécula é heterogénea e vai ganhando
conformagbes e funcionalidades diferentes & medida que interage com outras
lipoproteinas, membranas celulares, proteinas de transferéncia e enzimas. Quando
lancada & circulagdo, a HDL, é inicialmente uma particula instdvel chamada de HDL
nascente. Na membrana celular sob acdo da ABCA-1 (ATP-binding cassete transporter
Al) passa por processo de lipidacdo em que fosfolipidios e colesterol sdo removidos de
tecidos hepéticos e extra-hepaticos. Neste processo forma-se a HDL discoide, na medida
em que colesterol e fosfolipideos sdo removidos dos tecidos periféricos a ApoA-I ativa a
enzima LCTA (lecitina colesterol acil-transferase) que é responséavel por esterificar o
colesterol livre removido (LIMA e COUTO, 2006). O éster de colesterol, produto da acdo

da LCTA, vai se concentrar no nlcleo da HDL dando a ela uma forma esférica, quando
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entdo é chamada de HDL3, particula mais densa. Posteriormente a PLTP (proteina de
transferéncia de fosfolipidio) incorpora fosfolipidios a HDL3, transformando-a em
HDL2, menos densa (LEANCA et al., 2010). Atua neste processo a CETP (proteina
transportadora de ester de colesterol) que faz a redistribuicdo do éster de colesterol da
HDL para outras lipoproteinas, ainda nesse processo de remodelamento da particula de
HDL, h4 a participacdo da Lipase hepéatica (LH) que hidrolisa os fosfolipideos
diminuindo assim o tamanho da HDL (BACHORIK et al., 1999, LIMA e COUTO, 2006).
Na membrana celular e no plasma este é um processo dindmico com interconversdo entre
HDL2 e HDL3. As HDL formadas sdo captadas no figado pelos receptores de ApoE e
SRB1, onde acontece a remogdo seletiva dos ésteres de colesterol. A HDL remanescente
pobre em lipidio € captada pelo figado e a apoA é metabolizada preferencialmente nos
rins (LEANCA et al., 2010).

As concentragdes de HDL sofrem influéncias multifatoriais, 50% é determinado por
heranca genética, o restante, em relacdo a concentracdo de colesterol na HDL (capacidade
de remover colesterol dos tecidos e de outras lipoproteinas), € definida por habitos
alimentares, tabagismo, peso corporal, pratica de exercicio fisico e consumo de alcool
(LEANCA et al., 2010, LIMA e COUTO, 2006). A HDL ¢ habitualmente evidenciada
como grupo heterogéneo de particulas lipoproteicas, composta por subpopulacbes de
particulas que variam em tamanho, composicéo e funcionalidade, propriedades essas que

atribuem a esta particula diversas fungdes bioldgicas (LEANCA et al., 2010) (Figura 1).
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Efluxo do colesterol Efeito antinflamatorio

Acdo anti-apoptotica Ao antioxidante

Colesterol
esterificado

Efeito antitrombdtico Promotora da liberacso de NO

Triglicérides
Fosfolipides

Controle glicémico Amplificadora de efeitos nas
células endoteliais

Figura 1. Funcdes biologicas desempenhadas com a participagdo da lipoproteina de alta
densidade (HDL) e seus constituintes. PON 1: paraoxonase 1; apoA-1: apoliproteina A-1; apoAll:
apolipoproteina A-Il; LCAT: lecitina colesterol acil-transferase; PLTP: proteina de transferéncia
de fosfolipides; NO: Oxido nitrico.
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Entre suas acOes na protegdo contra a aterosclerose destacam-se o transporte reverso de
colesterol (TRC). Este modelo foi inicialmente descrito por Glomset (1999) que atribuia
esta acdo a LCTA. Entretanto este cenario mostrou-se complexo e rebuscado, pois, cada
etapa desse processo tem importancia indispensidvel (HELLERSTEIN et al., 2014). O
TRC ocasiona o efluxo de colesterol dos tecidos periféricos e células como macr6fagos
de volta para o figado. Este processo consiste na migracdo do CL presente no endotélio e
sua incorporagdo a lipoproteinas plasmaéticas, neste caso a HDL, em seguida o CL €
convertido em éster de colesterol através da LCAT e que entdo retorna ao figado pela via
SRB1 ou se liga a receptores de LDL (LDL-r) e € eliminado juntamente com a bile nas
fezes. Além do TRC, a HDL exerce ag¢Oes antitrombdticas e antioxidantes no endotélio
vascular, importantes para a protecdo cardiovascular (MINEO et al., 2011). Além disso,
em relacdo a peroxidacdo de lipideos da LDL, situacdo que exacerba o risco
cardiovascular, esse, é um dos pontos chave para medida de eficicia da agdo
antiaterosclerotica da HDL (SHE et al., 2012). Cumpre ressaltar que a HDL ativa o
AMPK em células endoteliais, musculo esquelético e tecido adiposo. O AMPK é um
sinalizador de captagéo de glicose independente de insulina (DREW et al., 2012), fato

esse que facilita o influxo de glicose nos tecidos.

1.42. ALDL

A LDL tem papel crucial no processo aterosclerdtico, uma vez que quando os lipidios da
LDL sdo oxidados a particula passa a ser citotoxica. A citotoxicidade destas particulas
promovem a degeneracao e a necrose de células endoteliais, além de afetar a expressao
de genes chaves para o desempenho normal das fungdes dessas células. A LDL oxidada
induz o endotélio a produzir substancias inflamatérias como interleucinas (1IL-1), fator
de necrose tumoral (TNF-alfa) e fatores teciduais. Esses fatores em conjunto vao
promover a sintese de lipidios e proteinas pelas células vizinhas e a mitose e a migracéo
de mediadores inflamatdrios. Todas essas agdes incorrem diretamente na aterogénese, nas
alteracbes da motilidade da musculatura do vaso e da coagulagdo sanguinea
(BEHRENDT et al, 2002; SHEKHANAWAR et al., 2013). A expressdo do fator
estimulador de col6nia de mondcitos (M-CF) pelas células endoteliais € aumentada pela

LDL oxidada (LDL-Ox) e isto promove a proliferagdo de linfocitos e diferenciacéo destes
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em macréfagos. A LDL-Ox estimula a expressdo de moléculas de adesdo como a
molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) e proteina quimiotatica de monécitos (MCP-
1), proporcionando a migragdo e a adesdo de monacitos e linfocitos T as areas lesadas.
Todo este cenario gerido pelas particulas de LDL-Ox favorece o estabelecimento de

placas aterosclerdticas nos vasos.

1.4.3 Paraoxonase e outros Fatores de Risco

A acdo antioxidante da HDL é atribuida em grande parte a atividade da paraoxonase
(PON1) (SHEKHANAWAR et al.,, 2013). A relevancia da agdo antioxidante da
paraoxonase se estabelece em fungdo da acdo enzimatica que atua na inibicdo da
peroxidacdo da LDL, minimizando o processo. O complexo HDL-PON1 também inibe a
diferenciagdo de mondcitos em macrofagos, e estes sdo células pivos na formagéo da
placa aterosclerdtica. Mackness e colaboradores (2013) em estudo recente obteve
resultados que evidenciaram a atividade da PON1 como fator de risco preditivo para

evento cardiovascular, independente de outros fatores (MACKNESS et al., 2013).

Concentragdes elevadas de homocisteina também estdo associadas ao risco aumentado de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Os metab6litos da homocisteina séo as
principais vias de sua toxicidade, como por exemplo, o acimulo de N-Hcy-proteinas
desempenha papel j& descrito na fisiopatologia das doencas cardiovasculares (CHEN et
al., 2006). CHEN e colaboradores (2006) concluiram em suas pesquisas que a Hcy-
thioctalona é um indicador preditivo de DCV mais direto do que o proprio nivel de Hcy
plasmético, sendo assim, a capacidade de detoxificar a Hcy é fundamental para a
integridade corporal. Jakubowski (2010) em estudos recentes destacou também a
capacidade da HDL para hidrolisar a Hcy-thiolactina e evitar o acimulo de N-Hcy-
proteinas. Pois, estas proteinas desempenham papel importante na fisiopatologia das
doencas vasculares aterosclerdticas. Ele também demonstrou que a PON1 possui
atividade Hcy-thiolactanase, propriedade que protege do acUmulo danoso e pro-

aterogénico de Hcy-N-proteinas (SHE et al., 2012).
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1.4.4 Paraoxonase e Diabetes

J& estd bem estabelecido que a atividade enzimética e concentragdo em massa da PON1
estdo diminuidas em pacientes diabéticos. A glicagdo proteica reduz ou mesmo inativa a
acdo da PONL1 através da acdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), este &€ um dos
mecanismos possiveis para explicar a menor atividade medida desta enzima em pacientes
diabéticos (AVIRAM et al., 1999).

As atividades antioxidantes da PON1 também se mostram protetoras no desenvolvimento
do Diabetes. Estudos recentes evidenciaram envolvimento da PON1 na fisiologia do DM,
quando a PON1 é administrada em ratos in vivo e em células beta pancreaticas in vitro
diminuiu o desenvolvimento do DM, aumentou a biossinteses de insulina e a secre¢do de
insulina pelas células beta pancreaticas (KOREN-GLUZER et al., 2011). Ainda, estudos
mostram que pacientes diabéticos com atividade de PON1 menor que a média da
populagdo controle apresentam maior incidéncia de DCV, assim como aumento do risco
de eventos cardiovasculares (MACKNESS et al., 2003; IKEDA et al., 2009).

1.4.5 APOA-I

A apoA-I é o principal componente proteico da HDL, € sintetizada nos hepatdcitos e
enterdcitos, e na circulacdo encontra-se em associacdo a lipidios ou na forma livre. A
apoA-l desempenha acgdo importante no TRC, pois, estimula o efluxo de colesterol
fornecendo substrato para a LCTA, e atua na transformacéo da HDL nascente para HDL
discoidal. J& foi demonstrada correlagdo inversa significativa entre as concentragdes
séricas de apoA-l e DAC (WALLDIUS et al., 2001). Ainda, esse mesmo estudo, “The
Apolipoprotein-related Mortality Risk Study” (Amoris) (HOLME et al., 2010),
demonstrou também que concentracdes elevadas de apoB estéo fortemente relacionadas

com maior risco cardiovascular, uma vez que a apoA-I é protetora em ambos os géneros.

1.5 RAZOES CALCULADAS A PARTIR DA CONCENTRACAO DE
BIOMARCADORES LABORATORIAIS UTILIZADAS PARA ESTIMAR RISCO DE
DAC

As razbes obtidas das concentra¢des das moléculas carreadas por lipoproteinas vem sendo
bastante utilizadas nos Gltimos anos como estimativa de risco cardiovascular, pois, a
identificacdo isolada desses marcadores lipidicos podem nédo predizer adequadamente o
risco de DCV (SANTOS et al., 2014). Recentes estudos tem relacionado a razéo
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TG/HDL-C ao risco de desenvolvimento de DCV (HADAEGH et al., 2009;
BERTOLUCI et al., 2010), em geral a elevacéo sérica de TG e reducdo de HDL-C &
indicativo da presenca de LDL pequena e densa (LEMIEUX et al., 2001). Aqui,
mostramos a utilizacdo do indice TG/HDL-C para classificar a LDL em dois fendtipos
distintos: quando valores > 3,8 (encontra-se 79% de fendtipo B) e < que este valor
(encontra-se 81% de fendtipo A) (DA-LUZ et al., 2008). Existe também, outra forma de
utilizagdo dessa razdo que é sua transformacdo logaritmica, o chamado indice aterogénico
plasmético (IAP) que divide o risco em trés categorias: baixo < 0,11, intermediario 0,11-
0,21 e alto > 0,21 (CABARKAPA et al., 2012). O IAP tem sido citado como o indice
que pode ser utilizado para avaliar intervencdes que levem a regressdo da aterosclerose
subclinica (YILDIZ et al., 2013), por estar relacionado com o espessamento da camada
intima-meédia vascular (IMT).

A razéo apoB/apoA-I reflete balango do transporte de colesterol, sendo apontado como
risco os valores > 0,9 (FORTI e DIAMENT, 2007; HUANG et al., 2013). O estudo
INTERHEART, encontrou que a razdo apoB/apoA-I é importante preditor de risco para
DAC (YUSUF et al., 2004).

A Sociedade Europeia de Cardiologia e Sociedade Europeia de Aterosclerose
recomendam que 0 ndo-HDL-C (colesterol total — HDL-C) é melhor indicador de risco
do que o LDL-C isoladamente, principalmente, em pacientes com hipertrigliceridemia
(SANTOS etal., 2014).

A razdo HDL-C/apoA-I, que estima a concentracdo de colesterol por particula de HDL
(ABBASI et al, 2013b) traz como vantagem a possibilidade de poder avaliar o estado
funcional da HDL que é alterado em pacientes com hipertrigliceridemia (BRITES et al.,
2000). Outra razdo que vem sendo utilizada é a LDL-C/apoB, que estima a concentracéo
de colesterol por particula de LDL, também traz maior valor agregado para estimar risco
de DCV em pacientes com altas concentraces de triglicérides (KWON et al., 2011; TANI
etal., 2011).

As doenca cardiovasculares, mais especificamente a doenca aterosclerotica, tem um
impacto importante na morbidade e mortalidade dos individuos diabéticos. A dindmica
metabdlica da glicose e dos lipideos, quando em desarmonia, vdo proporcionar o
desenvolvimento da aterosclerose. O remodelamento da particula de HDL envolve outras

particulas e etapas cruciais no processo da aterosclerose, e possibilita o entendimento do
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processo além de instigar a aplicacdo deste conhecimento para fins que minimizem a

condig&o atual.

2 JUSTIFICATIVA

A aterosclerose, caracterizada como evento multifatorial, traz como principal problema a
presenca de lipoproteinas modificadas, como por exemplo, a lipoproteina de baixa
densidade oxidada (LDL-Ox). Por outro lado, vérios estudos ttm mostrado o efeito
antiaterogénico da lipoproteina de alta densidade (HDL), sobretudo, devido a sua
propriedade de transportar principalmente colesterol dos tecidos periféricos para o figado,
0 que € conhecido como transporte reverso do colesterol (TRC). Contudo, outras agdes
protetoras da HDL, além do TRC, tém sido descritas em diversos estudos. Essas a¢oes
incluem: protegéo antioxidante, mediacéo do efluxo de colesterol, inibi¢do da expresséo
de moléculas de adesdo celular e ativagdo de leucdcitos, producéo de oxido nitrico (NO),
regulacdo da coagulacdo e da atividade plaquetéria (LIMA e COUTO, 2006), além de
atuar na fisiopatologia do diabetes tipo 2 (DREW et al., 2012). A diabetes aumenta o
risco de DAC, predispondo a DAC precoce, comportamento esse mostrado em diversos
consensos (IV Diretrizes — Sociedade Brasileira de Dislipidemias, 2007).

Sendo assim, pretendemos avaliar a importancia da atividade antioxidante e da
funcionalidade da particula de HDL a partir do seu remodelamento e da concentracéo e
atividade de marcadores de risco associados a aterosclerose em pacientes diabéticos e ndo
diabéticos com doenca aterosclerética coronéria (DAC). As alteracbes observadas no
perfil lipidico desses pacientes mostra a necessidade de acéo rapida para diminuir o risco

cardiovascular precoce nessa populacéo.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se existem diferencas no remodelamento da HDL e atividade antioxidante entre

pacientes diabéticos e ndo diabéticos com doenca aterosclerética coronéria confirmada

por angiocoronariografia.



23

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar, quantificar e estimar biomarcadores relacionados ao remodelamento de
particulas lipoproteicas e ao risco cardiovascular em fungéo da concentragéo de colesterol
na HDL, colesterol livre total, LDL-C, apoB, apoA-I, atividade da paraoxonase 1 (PON1),
razbes de risco (ex. TG/HDL-C, LDL-C/ApoB, HDL-C/apoA-l, PON/apoA-I,
apoB/ApoA-1) tamanho estimado de particulas de HDL, LDL, glicemia, insulina e
HbAlc.

4 METODOLOGIA

4.1 CALCULO AMOSTRAL, CASUISTICA E DESENHO DO ESTUDO

Em funcdo das perdas de seguimento que impactaram no tamanho amostral, casuistica
atual de 69 pacientes, foi necessario o recalculado do nimero de amostras para obter
poder de teste minimo de 80%, capaz de identificar diferencas absolutas de 7,14 unidades
entre as medianas, utilizando desvio padrdo de referéncia da paroxonase de 10% (para
valores elevados compativeis com DAC. O nivel critico escolhido para significancia foi
de 0,05 (5%), para intervalo de confianca de 95%. Cumpre ressaltar que em fungdo do
poder do teste ter sido obrigatoriamente de apenas 80%, 20% dos testes serdo nédo
significantes, em funcdo da possibilidade de erro tipo Il (B), involuntariamente nesse

percentual de pacientes da casuistica (GraphPad StatMate 2.0).

Foi realizado estudo observacional, transversal, onde os participantes do estudo
(pacientes diabéticos e ndo diabéticos) foram selecionados por conveniéncia. Do total,
116 pacientes foram selecionados, porém, durante o estudo foi decidido manter apenas
pacientes do sexo masculino, principalmente, em funcdo da protecéo estrogénica nas
mulheres, o que poderia configurar variavel de confuséo. Sendo o grupo de pacientes
feminino removido do estudo para posterior anélise e avaliacdo. Dessa forma, foram
incluidos no estudo 69 pacientes do sexo masculino, entre 18 e 75 anos, oriundos da
Enfermaria de Cardiologia do Hospital Ana Neri/UFBA, esses subdivididos em dois
subgrupos: diabéticos e ndo diabéticos, ambos, com doenca aterosclerética coronaria.

Ressaltamos que ndo foram realizadas pungdes sanguineas adicionais para a obtencéo das
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amostras, ou seja, a puncdo fez parte da solicitagcdo para as determinacgdes laboratoriais
dos pacientes encaminhados pelo servico médico. Este projeto de pesquisa teve a
aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Ana Neri — HAN/UFBA, N°
83/11 (ANEXO).

Apos coleta das amostras, as mesmas foram encaminhadas para o Laboratério de Analises
Clinicas da Faculdade da Farmacia da UFBA, setor: Bioquimica Aplicada ao Diagndstico

Laboratorial Humano, para processamento das determinagdes especializadas.

4.2 CRITERIOS E CONDICOES DE ELEGIBILIDADE

4.2.1 Critérios de Inclusdo
Pacientes entre 18 e 75 anos; com e sem diagndstico de diabetes mellitus tipo 2;
diagndstico de doenca aterosclerdtica coronaria; pacientes submetidos ao cateterismo

cardiaco no Hospital Ana Nery; e assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

4.2.2 Critérios de Exclusdo
Né&o concordéancia e falta de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;
menores de 18 anos ou maiores de 75 anos; portadores de doenga renal crbnica

(creatinina>2,0mg/dL); portadores de cirrose hepética e tireoidopatias.

4.2.3 Protocolo Inicial de Estudo

Os pacientes participantes do estudo apds preenchimento do questionario epidemioldgico
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido para participar do estudo. Os
pacientes encontravam-se internados na enfermaria de cardiologia do Hospital Ana Nery.
Todos os pacientes foram admitidos na enfermaria via ambulatério de cardiologia do
Hospital Ana Nery ou via Pronto Atendimento do mesmo hospital, ap6s ter o quadro
clinico estabilizado. Apos esta etapa, as pungdes venosas foram realizadas, todas elas
antes do procedimento cirrgico. As amostras de plasma e soro foram coletadas com pelo
menos 12 horas de jejum e utilizadas tanto para a execucdo das solicitagdes dos pacientes

quanto para o protocolo de pesquisa.
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4.3 MATERIAIS UTILIZADOS

O paraoxon (Sigma Chem. CO), os conjuntos diagnésticos para determinagdo do perfil
lipidico e demais biomarcadores de estresse oxidativo e de avaliacdo geral do estado de
saude dos participantes, reativos e solventes foram adquiridos na inddstria quimico-

farmacéutica local ou através de importacéo direta.

4.4 DETERMINACOES LABORATORIAIS

As determinaces laboratoriais foram realizadas em amostras de soro, plasma e sangue
total, essa Ultima coletada em &cido-etileno-diamino-tetracetico (EDTA), obtidas apds
jejum de pelo menos 12 horas. As concentragdes de glicose, colesterol total (CT), suas
fragdes e triglicérides (TG) foram determinadas com base na metodologia de Trindler,
reagdes enzimaticas de ponto final, utilizando espectrofotdmetros automatizados. O HDL
colesterol (HDL-C) foi determinado por método homogéneo direto (Wiener® Lab,
Argentina) a partir da agdo de polianions. As concentragdes do colesterol de VLDL e
LDL foram calculadas pela formula de FRIEDEWALD: LDL-C = CT - (HDL-C + TG/5)
para valores de TG até 399mg/dL. O colesterol livre total foi determinado a partir da
utilizacdo de metodologia in house, em protocolo de protecéo de patente, devidamente
instituida, com base nas RDC-ANVISA n° 206/2006 e 302/2005.

Foram também determinadas as concentracbes das apoproteinas A-l (apoA-l),
apoproteina B (ApoB) e insulina por métodos imuno-quimicos (imuno-nefelometricos,
IMMAGE® Immunoassay System, Beckman Coulter, USA). A hemoglobina glicada
(HbA1c) foi determinada em equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE/HPLC), com rastreabilidade a partir de registros da National Glycohemoglobin
Standardization Program (NGSP) D-10-Hemoglobin A Testing System (Bio-Rad,
France). Para as determinacGes espectrofotométricas foi utilizado o equipamento
automatizado BT3000 — Clinical Chemistry Analyzer (Wiener® Lab, Argentina). Todos
os resultados foram validados a partir da utilizacdo, durante cada corrida analitica, de
amostra controle fornecida pelo Programa Nacional de Controle de Qualidade PNCQ, da
Sociedade Brasileira de Anélises Clinicas. Todas as determinacBes acima foram

realizadas em equipamentos com protocolos especificos para automagdo completa.
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4.5 ATIVIDADE DA PARAOXONASE

A atividade da paraoxonase (PON1) foi determinada indiretamente pelo método
colorimétrico da formacdo do p-nitrofenol pelo paraoxon (O,O-diethil-O-p-
nitrofenilfosfato) (Mackness et al., 2001). Nesse método avalia-se a formagéo do p-
nitrofenol a partir da adicéo do substrato paraoxon (O,O-diethil-O-p-nitrofenilfosfato).
Consiste na adi¢éo de 140 uL de tampé&o Tris-HCI 0.1M, pH 8.05 (contendo 2mmol/L de
CaCl; e 1.1 mmol/L de paraoxon da Sigma Chemical Co.) em 7uL de soro. A leitura
espectrofotométrica foi realizada em comprimento de onda de 405nm a 37°C utilizando
“Leitor de Microplacas” (Microplate Reader, Benchmark, BIO-RAD). Para célculo da
atividade, foram feitas seis leituras em intervalo de um minuto cada. O resultado final foi
obtido a partir da multiplicacdo da média da variacdo das absorbancias pelo fator,

conforme segue:

Fator = VTR (mL)/ €405 x VA (mL) x E (cm) , onde: VTR - Volume total da rea¢éo; VA

— Volume da amostra; E — Espessura da cubeta; €405 — 1805 L M cm™
Logo, atividade da Paraoxonase = Fator x Aabs/min.

4.6 ESTIMATIVAS DE RISCO CARDIOVASCULAR

Como marcadores sugestivos de desfecho foram utilizadas as seguintes razGes de risco:
CT/HDL-C, LDL-C/HDL-C, fragdo ndo-HDL-C (colesterol ndo-HDL) (SANTOS et al,
2014); TG/HDL-C (estimativa de tamanho de particula de LDL) (SANTOS et al, 2014),
HDL-C/apoA-1 (estimativa de quantidade de colesterol por particula e tamanho da HDL),
LDL-C/apoB (estimativa de quantidade de colesterol por particula e tamanho de LDL),
apoB/apoA-1 (medida direta de risco cardiovascular) e PON1/apoA-I (atividade de

paraoxonase por particula de HDL).

5 ANALISE ESTATISTICA

A anélise descritiva dos dados foi realizada a partir da determinacdo das estimativas de
centralidade e dispersdo para obtengdo de medidas resumo, seguida do teste de

normalidade de D’Agostino-Pearson. Para as analises estatisticas inferenciais foi
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realizado o teste de Grubbs para a deteccdo de outliers. A estatistica inferencial foi
seguida de testes paramétricos e ndo paramétricos (Teste t e teste de Mann-Whitney U)
em funcdo do tipo de distribui¢des dos dados em torno da média para cada variavel
estudada. Para todos os dados foram considerados significantes as diferengas com nivel
critico (p) <0,05 (5%) para intervalo de confianga de 95%. Também foram realizadas
analises de correlacdo linear quando necessério, em funcédo do tipo de distribuicdo dos
dados. Para a anlise dos dados foram utilizados os Softwares GraphPad Instat v.3.05 e
GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc., CA, USA).

6 RESULTADQOS

A tabela 1 mostra dados de algumas caracteristicas gerais elencadas por grupo: masculino
diabético e masculino ndo diabético. A idade dos pacientes diabéticos foi ligeiramente
maior do que a dos pacientes ndo-diabéticos. Entre os pacientes ndo-diabéticos 34

fumavam, em contrapartida apenas 12 pacientes diabéticos fumavam.

A tabela 2 abaixo mostra os valores médios e desvio padrdo obtidos a partir das
determinacdes laboratoriais. Na mesma tabela, sdo também mostrados os resultados das
analises de comparacdo entre as medidas resumo de cada variavel dos grupos: masculinos
diabéticos (MDM), masculinos ndo-diabéticos (MNDM), que representam os valores
obtidos dos marcadores e estimativas de risco convencionalmente utilizados para

avaliago do risco cardiovascular.
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Tabela 1 - Idade e caracteristicas gerais dos pacientes. Os dados sdo apresentados por
média e desvio-padrao.

Variaveis DM NDM
(n=26) (n=43)
IDADE 61 + 9 anos 53 + 12 anos
(n=26) (n=43)
TABAGISMO 12 34
IAM PREVIO 15 16
IMC 27,45 + 9,26 kg/m? 31,71+ 4,15 kg/m?

Obs. DM= diabéticos masculinos; NDM= nio diabéticos masculinos; IAM= infarto
agudo do miocérdio; IMC= indice de massa corporea.

Na tabela 2, observam-se maiores concentra¢des da glicemia de jejum em pacientes
diabéticos, fato j& esperado e estatisticamente significante.
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Tabela 2. Comparagdes e dados dos marcadores e estimativas laboratoriais utilizados para
avaliagdo do risco cardiovascular dos pacientes participantes do estudo.

Marcadores e DM MASCULINO NDM MASCULINO COMPARAGAO
estimativas (MDM) (MNDM) MDM vs MNDM

Glicose jejum 14164 97+38 p =0,004
(n=26) (n=39)

Insulina 3,4+3,1 4,245 9 NS
(n=23) (n=34)

CT 129+31 128+38 NS
(n=26) (n=40)

LDL-C 83126 85127 NS
(n=23) (n=35)

HDL-C 3047 30411 NS
(n=26) (n=40)

N-HDL-C 99+33 90441 NS
(n=26) (n=43)

CL 0,4487+0,871 0,1363+0,066 NS
(n=16) (n=25)

TG 128+68 125+56 NS
(n=26) (n=39)

ApoA 149+28 154455 NS
(n=22) (n=34)

ApoB 80122 75425 NS
(n=22) (n=34)

ApoB/ApoA 0,6+0,05 0,5+0,04 NS
(n=22) (n=34)

PON1 46,68+22,3 45,60+25,2 NS
(n=23) (n=43)

PONZ1/apoA-I 0,33+0,18 0,30+0,17 NS
(n=22) (n=34)

TG/HDL-C 4,83+3,77 4,53+28,9 NS
(n=26) (n=40)

HDL-C/apoA-I 0,19+0,04 0,21+0,03 NS
(n=22) (n=34)

LDL-C/ApoB 0,65+0,28 0,65+0,33 NS
(n=19) (n=33)

Obs. Foram realizadas analises paramétrica e ndo paramétrica em funcéao do tipo de distribuicdo
dos dados de cada variavel (teste de Mann-Whitney U ou Teste t). A significancia, ou seja, a
diferenca entre os grupos foi aceita quando o nivel critico (p) foi inferior a 0,05 (5%) para o
intervalo de confianga (1.C.) de 95%. Foi realizado teste para deteccdo de outliers (teste de
Grubb), quando o teste foi significante, o valor entdo foi suprimido para a realizagdo das analises.
Os dados sdo apresentados por média + desvio padrdo, e nimero (n) de dados por tipo variavel
em cada grupo. Siglas ndo convencionais utilizadas: N-HDL-C= colesterol ndo HDL; CL=
colesterol livre; ApoA-I= apolipoproteina A-1; ApoB= apolipoproteina B; PON1= atividade da
paraoxonase.

As tabelas 3 e 4 a seguir mostram os resultados das matrizes de correlagdo linear de
Pearson para os grupos masculinos diabéticos (MDM), masculinos ndo diabéticos
(MNDM) - anélise intragrupo - dados que normalmente ndo sdo esperadas correlacdes
por dependéncia. Os dados totais das correlacdes obtidas para 0s grupos diabéticos e ndo
diabéticos sdo mostrados em anexo.
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Tabela 3. Matriz de correlagdo de Pearson (p; r) entre as varidveis analisadas no grupo de pacientes diabéticos.

HDLC CL ApoB/ApoA
HDL-C 0.01083
0,617

0.02427
INSULINA

0,48960
LDL-C/APOB 0.02097

-0525

Na tabela 3 observa-se correlagdo moderada positiva do HDL-C com o colesterol livre e da insulina com a

razdo ApoB/ApoA. Correlagdo moderadamente negativa € evidenciada entre a razdo LDL-c/ApoB e HDL-C.

Tabela 4. Matriz de correlacdo de Pearson (p; r) entre as varidveis analisadas no grupo de pacientes
nao  diabéticos.

coLT HA1LC PON1/APOA HDLC/APOA
0,05844
HDL-C 0,03237
0444 -0,27396
oL 0,00655 0,03742
-0,49877 -0,37034
PON1 004447 002163
0272 -0,45609

A tabela 4 faz a andlise das variaveis no grupo de pacientes ndo diabéticos. Neste grupo
houve correlagdo negativa moderada a forte entre 0o HDL-C e a HA1C, HDL-C e a razdo
PON1/APOA e entre o CL e a razdo PON1/APOA , o CL e arazdo HDL-C /APOA e a
PONL1 e a HALC. Correlagéo positiva foi observada entre a PONL1 e o colesterol total.
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7 DISCUSSAO

O papel da lipoproteina de alta densidade (HDL) vem sendo basicamente atrelado ao
transporte reverso do colesterol, atividade antioxidante e antiaterogénica (LIMA E
COUTO, 2006), por outro lado, atualmente varios estudos vém mostrando a capacidade
da particula de HDL, e seus constituintes, de modular a glicemia (DREW et al., 2012).
Esse fendmeno esté associado a reducdo da concentracéo de glicose plasmética em funcéo
da estimulagéo da secrecéo de insulina e aumento da captacdo de glicose na musculatura
esquelética por ativacdo da via de sinalizagdo AMP-kinase (DREW et al., 2012). Porém,
dado ao processo inflamatorio e pro-aterogénico observados no diabetes tipo 2, a particula
de HDL tem sua concentragdo diminuida (dos seus constituintes; colesterol livre e
esterificado, apoA-I dentre outros) e desestabilizada. Este fato reflete diretamente na
qualidade do transporte reverso do colesterol, impactando também na qualidade das
lipoproteinas. As lipoproteinas tornam-se mais aterogénicas, em funcdo da incapacidade
de serem protegidas de agentes modificadores tipo radicais livres de oxigénio,
hidroperoxido e outras reacdes bioquimicas como acetilagdes, nitracdes e glicacbes que
acontecem in vivo (LIMA et al., 2005). Algumas alteracbes do metabolismo das
lipoproteinas sdo tipicamente observadas na diabetes tipo 2 como por exemplo a redugéo
do colesterol da HDL (HDL-C) e elevagdo da concentracdo de triglicérides (TG)
(SOLANO et al., 2006). Na tabela 2, ndo foi observado esta particularidade nos pacientes
diabéticos em relacdo aos pacientes ndo diabéticos, o que pode ser atribuido ao fato destes
pacientes j& estarem submetidos a tratamentos e intervencfes que podem modificar este
perfil. Ainda, cumpre ressaltar que essas alteracdes j& sdo observadas logo antes do inicio
da diabetes (pré-diabetes) e que estdo associadas a resisténcia insulinica (SOLANO et al.,
2006). Couto e colaboradores (2007) observaram que o colesterol livre (fracdo ndo
esterificada do colesterol) foi significativamente mais captado em tecidos arteriais
(artérias radial, tordcica interna e coronarias) quando comparado ao colesterol
esterificado isotopicamente marcados. No nosso estudo encontramos correlagéo positiva
importante entre a concentragdo de HDL-C e do colesterol livre (CL), na populagéo
diabética masculina, ou seja, a concentracdo de CL que esta sendo removido da circulacéo

é proporcional ao colesterol da HDL. O colesterol biodisponivel nas membranas
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plasméaticas é removido pela HDL, esterificado, e transportado para o figado ou
transferido para outras lipoproteinas (LIMA e COUTO, 2006). Esse fenémeno €
conhecido como transporte reverso do colesterol (LIMA e COUTO, 2006). Segundo
Couto e colaboradores (2007), o colesterol livre, ndo esterificado, é transportado entre as
lipoproteinas e entdo levado aos tecidos, local onde serd esterificado. N&o se sabe ainda
por certo qual é de fato a implicag&o real do colesterol livre no processo aterogénico, por
outro lado, ja estd bastante documentada a reducdo da concentragdo do colesterol na
particula de HDL como fator de risco para a aterosclerose. A correlagdo positiva entre
HDL-C e CL mostra que o aumento da concentracdo do colesterol na particula de HDL
aumenta proporcionalmente a elevagdo do CL plasmético, embora ndo seja possivel
afirmar que h4 associagdo entre as variaveis, 0 aumento da particula de HDL se d& em
funcéo da esterificacdo do colesterol livre removido de membranas bioldgicas e de outras
lipoproteinas (LIMA e COUTO, 2006; COUTO et al., 2007; SANTOS et al., 2014;
HELLERSTEIN etal., 2014). Em relagdo a razdo LDL-C/ApoB, foi observado correlagdo
negativa importante entre essa razdo e o HDL-C, ou seja, a quantidade de CE por particula
de LDL é inversamente proporcional a quantidade de CE removido da circulagdo na HDL.
Segundo Bouillet e colaboradores (2014) os pacientes diabéticos, tanto tipo 1 quanto tipo
2, em funcéo da hiperglicemia continua, tem a fungéo da apoC1 perdida por fendmeno de
glicacéo proteica. A apoC1 tem sabidamente funcéo inibitdria da proteina de transferéncia
de colesterol livre (CETP). Dada a incapacidade de regular a acdo da CETP, essa,
excessivamente ativa, contribui com a incorporacdo continua de ésteres de colesterol (CE)
nas particulas de VLDL, reduzindo ainda as particulas de HDL, doadoras de CE. Esse
fendmeno observado em populacdo diabética e ndo em hipertrigliceridemicos ou
portadores de outros tipos de dislipidemia, agrava sobremaneira 0 risco para 0
desenvolvimento de aterosclerose precoce, dado a reducdo da HDL e do HDL-C e do
enriquecimento de B-VLDL (remanescentes de VLDL) com CE. Outros fatores
agravantes também foram evidenciados, como por exemplo, a correlagéo positiva entre a
razdo ApoB/ApoA e a concentracdo de insulina, também apenas na populacéo diabética,
ou seja, maior a razdo ApoB/ApoA maior a concentragéo de insulina ou vice-versa, 0 que
eleva o risco de doenca precoce por degradacdo da ApoA-I e da HDL. Essa informagéo
corrobora estudos recentes mostrando o papel da HDL e do CL no controle glicémico
(LAVERDY et al., 2015). Ainda, observou-se correlagdo negativa importante entre a

razdo PON-1/ApoA e HDL-C/ApoA com a concentragdo de CL na populacdo ndo-
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diabética masculina, ou seja, maior a atividade de PON-1 e concentragdo de CE por
particula de apoA-1 (HDL) menor a concentracdo de CL no plasma. Conforme achados
de Bouillet e colaboradores (2014) e Laverdy e colaboradores (2015), na diabetes tanto a
glicagéo, reduzindo o controle da CETP, quanto a concentragéo de CL, estdo relacionados
com descontrole glicémico. Vérias outras correlacbes foram notadas, por exemplo,
correlacdo negativa entre a HDL-C e a PON-1 com a HbAlc, na populacdo ndo-diabética
masculina, ou seja, quanto maior a concentracdo de CE removido na HDL e maior
atividade da PON-1, menor a glicacdo proteica (HbAlc). Os percentuais de HbAlc
variam em funcéo das concentragdes de glicose plasmética em cerca de 28mg/dL de
glicose media plasmética para cada 1% de HbAlc (ADA, 2015). Esse achado aponta para
as diferencas de risco cardiovascular entre populacdes diabéticas e ndo diabéticas, sem
considerar comorbidades associadas, pois a populagdo diabética desenvolve doenga
aterosclerotica precoce, dada as alteracfes metabdlicas recentemente divulgadas na
literatura (BOUILLET et al., 2014; LAVERDY et al., 2015). Ainda, foi observada
correlagdo positiva significativa entre a razdo PON-1/ApoA e LDL-C/ApoB, na
populacdo ndo-diabética masculina, ou seja, quanto maior a concentracdo de CE na LDL
(maior LDL) maior a atividade da PON-1 por particula de HDL. Mostrando aqui a agao
da PON-1 na protecdo da LDL. Segundo Kumar e Rizvi (2014) a PON1 protege a LDL e
a HDL de produtos ativados de hidrolise de fosfolipides e hidroperoxido. Ainda em seu
estudo Kumar e Rizvi confirmaram o declinio da atividade da PON1 em fun¢do do
envelhecimento. Esse processo natural de perda da protecdo anti-oxidagdo das
lipoproteinas parece ficar mais susceptivel na presenca de comorbidades, como, por
exemplo, o diabetes (LAVERDY et al., 2015). Ainda na analise dos dados observou-se
correlagdo positiva significativa entre a razdo PON-1/ApoA e HDL-C/ApoA, na
populacdo ndo-diabética masculina, ou seja, quanto maior a atividade da PON-1 maior a
concentragdo de CE por particula de HDL. Esse achado é compativel com a acdo da PON-
1 na protecdo da HDL e também no transporte reverso do colesterol, pois, estd
correlacionada com o aumento da concentragédo de CE na HDL. Os resultados do estudo
de Siewert e colaboradores (2015) mostram que a diabetes mellitus tipo 2 é caracterizada
por intenso estresse oxidativo, e que as alteragdes observadas no perfil das lipoproteinas
e atividade da PON-1 podem estar relacionados com a maior atividade da CETP nos
pacientes diabéticos, como consequéncia da resisténcia a insulina. Esse achado faz uma

ligacdo entre a concentragcdo de CE na HDL e acdo da PONL1.
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8 LIMITACAO DO ESTUDO

Por se tratar de estudo com pacientes internados e unidade hospitalar e dada as
caracteristicas proprias dos estudos transversais é interessante que outros estudos sejam
conduzidos para que seja possivel ratificar os resultados. Em relacdo & casuistica, 0s
pacientes femininos, total 47 foram excluidos do estudo por apresentarem, os ditos nao
diabéticos, glicemias de jejum acima dos valores de corte para normalidade, fato esse
inicialmente entendido como diabetes iatrogénica, e também pela protecdo estrogénica
bastante conhecida neste género. Esse grupo de pacientes seré estudo em separado para

assegurar os resultados.

9 CONCLUSAO

Os achados desse estudo mostram que o célculo das razdes utilizadas para a analise de
risco cardiovascular sdo importantes indicadores durante a analise de correlacdo com
marcadores séricos sugestivos de risco cardiovascular em populacdo masculina diabética.
Pois, com a sua utilizacdo, nesta casuistica, foi possivel ratificar diversas alteracdes no
metabolismo lipidico dos pacientes diabéticos que impactam negativamente no
remodelamento da particula de HDL e no transporte reverso do colesterol, impactos esses

que podem exacerbar desfechos de aterosclerose precoce
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ANEXOS

Tabela a. Matriz de correlagdo de Pearson entre as variaveis analisadas no grupo de pacientes diabéticos
masculinos — Dados Gerais.

N-HDL-C COLESTT LDL HDL Gl CL INSULINA TGD PON1
N-HDL-C p<0.0001 0.00452 NS NS NS NS 0.02439 NS
0,976 0,570 0,440
COLESTT p<0.0001 0,00858 NS NS NS NS 0,04628 NS
0,976 0,535 0,394
LDL 0.00452 0,00858 NS NS NS NS NS NS
0,570 0,535
HDL NS NS NS NS 0.01083 NS NS NS
0,617
Gl NS NS NS NS NS NS NS NS
CL NS NS NS 0.01083 NS NS NS NS
0,617
INSULINA NS NS NS NS NS NS NS NS
TGD 0.02439 0,04627 NS NS NS NS NS NS
0,440 0,394
PON1 NS NS NS NS NS NS NS NS
APO-A NS NS 0.02441 0.01812 NS NS NS NS NS
-0489 0,499
APO-B p<0.0001 p<0,0001 0.02100 0,02631 NS NS NS 0.01365 NS
0,867 0,841 0,500 -0473 0,517
LDL/APOB NS NS p<0.,0001 0.02097 NS NS NS NS NS
0,836 -0525
INSULINA NS NS NS NS NS NS NS NS
HALC NS NS NS NS NS * NS NS NS
PON1/ApoA NS NS NS NS NS NS NS NS p<0.0001
0,838
TG/HDL-C NS NS NS 0,00275 NS NS NS p<0.0001 NS
-0,563 0,903
HDL-C/ApoA NS NS NS 0.01061 NS NS NS NS NS

0,533
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Tabela b. Matriz de correlacdo de Pearson entre as variaveis analisadas no grupo de pacientes diabéticos
masculinos (continuagdo) — Dados Gerais.

APO-A APO-B LDL/APOB INSULINA HA1C PON1/ApoA TG/HDL-C HDL-C/ApoA
N-HDL-C NS p<0.0001 NS NS NS NS NS NS
0,867
COLESTT NS p<0,0001 NS NS NS NS NS NS
0,841
LDL 0.02441 0.02100 p<0,0001 NS NS NS NS NS
-0,489 0,500 0,836
HDL 0.01820 0.02631 0.02097 NS NS NS 0,00275 0.01061
0,499 -0473 -0525 -0,563 0,533
Gl NS NS NS NS NS NS NS NS
CL NS NS NS NS NS NS NS
INSULINA NS NS NS NS NS NS NS
TGD NS 0.01365 NS NS NS NS p<0.0001 NS
0,517 0,903
PON1 NS NS NS NS NS p<0.0001 NS NS
0,838
APO-A NS p<0,0001 NS NS NS NS 0.04007
-0807 -0441
APO-B NS NS NS NS NS 0.02304 NS
0,482
LDL/APOB p<0,0001 NS NS NS NS NS NS
-0,807
INSULINA NS NS NS NS NS NS NS
HA1C NS NS NS NS NS NS NS
PON1/ApoA NS NS NS NS NS NS NS
TG/HDL-C NS 0.02304 NS NS NS NS 0.03100
0,482 -0461
HDL-C/ApoA  0.04007 NS NS NS NS NS 0.03100

-0,441 -0461
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Tabela c. Matriz de correlacdo de Pearson entre as variaveis analisadas no grupo de pacientes
masculinos ndo-diabéticos — Dados Gerais.

N-HDL-C  COLESTT LDL HDL Gl CL  INSULINA TG PON1
N-HDL-C p<0,0001  0,00025 NS NS NS NS 0,02095 NS
0,962 0,558 0,327
COLESTT p<0,0001 0,00114  0,00064 NS NS NS NS 0.04447
0,962 0,499 0,491 0,272
LDL 0,00025 0,00114 NS NS NS NS NS NS
0,558 0,499
HDL NS 0,00064 NS NS NS NS NS NS
0,491
Gl NS NS NS NS NS NS NS NS
CL NS NS NS NS NS NS NS NS
INSULINA NS NS NS NS NS NS NS NS
TG 0,02095 NS NS NS NS NS NS NS
0,327
PON1 NS 0.04447 NS NS NS NS NS NS
0,272
APO-A NS 0,00120 NS p<0,0001 NS NS NS NS NS
0,504 0,941
APO-B p<0.0001 p<0,0001 0.00054 NS NS NS NS NS NS
0,818 0,768 0,536
LDL/APOB NS NS 0,00192 p<0,0001 NS NS NS NS NS
0,489 -0,629
HA1C NS NS NS 0.03237 NS NS NS NS 0.02163
-0,444 -0,456
PON1/ApoA NS NS NS NS NS 0.00655 NS NS p<0,0001
-0,499 0,849
TG/HDL-C NS NS NS p<0.0001 NS NS NS p<0,0001 NS
-0,518 0,795
HDL-C/ApoA NS NS NS NS NS 0.03742 NS NS NS

-0,370
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Tabela d. Matriz de correlacdo de Pearson entre as variaveis analisadas no grupo de pacientes masculinos
nao-diabéticos (continuacdo) — Dados Gerais.

APO-A APO-B LDL/APOB HA1C PON1/ApoA TG/HDL-C HDL-C/ApoA

N-HDL-C NS p<0,0001 NS NS NS NS NS
0,818
COLESTT 0,00120 p<0,0001 NS NS NS NS NS
0,504 0,768
LDL NS 0.00054 0,00192 NS NS NS NS
0,536 0,489
HDL p<0,0001 NS p<0,0001 0.03237 NS p<0,0001 NS
0,941 -0,629 -0,444 -0,518
Gl NS NS NS NS NS NS NS
CL NS NS NS NS 0.00655 NS 0.03742
-0,499 -0,370
INSULINA NS NS NS NS NS NS NS
TG NS NS NS NS NS p<0,0001 NS
0,795
PON1 NS NS NS 0.02163 p<0,0001 NS NS
-0,456 0,849
APO-A NS p<0,0001 NS 0,00801 p<0,0001 NS
-0,647 -0,410 -0,573
APO-B NS NS NS NS NS NS
LDL/APOB p<0,0001 NS NS 0,02648 0,002479 NS
-0,647 0,340 0,477
HA1C NS NS NS NS NS NS
PON1/ApoA 0,00801 NS 0,02648 NS NS 0,00638
-0,410 0,340 0,423
TG/HDL-C p<0,0001 NS 0,00248 NS NS NS
-0,573 0477
HDL-C/ApoA NS NS NS NS 0,00638 NS

0,423
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de pesquisa: “Associagdo da Atividade da PON1 e dos niveis de HDL
com a gravidade das lesdes ateroscleréticas em pacientes diabéticos com

doencga coronariana”

O objetivo deste estudo é avaliar a associagdo da atividade da Paraoxenase 1 e
dos niveis de HDL colesterol com a gravidade de lesdo aterosclerdtica em

pacientes diabéticos com doencga arterial coronariana.

Doenca cardiovascular é a principal causa de 6bito em pacientes diabéticos, e o
risco de Infarto Agudo do Miocérdico e Acidente Vascular cerebral é cerca de
trés vezes maior nestes pacientes. O conhecimento dos seus fatores de riscos é

de primordial importancia na sua prevencéo.

Informacdes a respeito da doenga e do paciente serdo respondidas durante
entrevista realizada pelo pesquisador. O desconforto que podera sentir durante
a entrevista € da possibilidade de compartilhar um pouco das suas informag6es
pessoais ou confidenciais. Contudo, ndo precisara responder qualquer pergunta
na entrevista se vocé sentir que ela € muito pessoal ou se sentir incbmodo ao
falar. Sera anotado o exame fisico, o valor dos exames laboratoriais e 0s exames

de imagem realizados.

Este estudo traz beneficios, pois possibilitara um melhor conhecimento dos
fatores de risco de doenga coronariana em pacientes diabéticos e do papel da

enzima Paraoxonase nestas patologias.
N&o havera custos para os pacientes participantes do projeto.
Nenhuma das informag@es contidas no prontuério seré fornecida a pessoas nao

envolvidas neste projeto de pesquisa sem 0 seu consentimento. Seu nome

jamais sera utilizado em trabalhos cientificos ou apresentacbes, tera o
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anonimato da sua identidade que sera garantido pelo uso uma ficha identificada

por uma numeragao.

As informacfes deste estudo serdo divulgadas através do projeto de pesquisa
“Associagdo da Atividade da Paraoxonase 1 e dos niveis de HDL colesterol com
a gravidade das lesbes ateroscleréticas em pacientes diabéticos com doenca
coronariana”, sob orientagdo de Dr. Roque Aras Junior, ndo havendo qualquer
restricdo em relacdo a divulgacéo publica dos resultados, sejam eles favoraveis

Oou nao.

Sua participacao neste projeto de pesquisa € voluntaria e ndo sera recebida
nenhuma remuneracao. O senhor (a) podera se recusar a participar ou se retirar
do projeto em qualquer momento sem que o seu atendimento médico seja

suspenso ou prejudicado.

Consentimento pds-esclarecimento: declaro que fui esclarecido sobre todos
os itens acima. Eu livremente concordo em participar deste projeto de pesquisa
como voluntario e declaro que recebi uma copia deste documento. Caso
necessite de outras informacgdes sobre minha participacdo no projeto poderei
contatar Hospital Ana Nery Tel.(71) -32420525 e o pesquisador Tel.(71)
99755960

Fui esclarecido que, se tiver alguma duvida sobre a ética da pesquisa, posso
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Ana

Nery.

ASSINATURA DO PACIENTE ASSINATURA DO PESQUISADOR(A)

Salvador, .............. (o [T de 2015
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NO

Data

Nome

Data de nascimento:

Idade:

Profissao:

Escolaridade

Etnia

Estado Civil

Diagnosticos ( ) Diabetes

Complicagdes do Diabetes:

Tempo de
diagndstico

( )DAC

Diabetes

Doenca Arterial
Coronariana

JA SOFREU IAM? () Sim
SE SIM, QUANTAS VEZES?
HISTORIA DE TABAGISMO ( ) Sim

MedicagOes em uso

() No

( ) Ndo

Medicacao Dose

Posologia

Uso Regular?




Comorbidades

48

Patologia

Tempo de diagndstico

Dados do Exame fisico

Peso

Altura

indice de
Massa
Corporea

Circunferéncia
abdominal

Exames

Data

Resultado

Atividade da PON1

HDL

LDL

Colesterol total

Hemoglobina glicada

Triglicerideos
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Creatinina

Ureia

TGO

TGP

Potassio

PCR

ELETROCARDIOGRAMA-

Data Ritmo | FC AlteracOes
ECOCARDIOGRAMA-

Dat | FE | ESPESSURA | AE | VOLUME VOLUME FINAL | DISFUNCAO
a VENTRICULAR SISTOLOCA?
SEPTO- SISTOLICO DIASTOLICO SIM-

PAREDE DIASTOLICO SISTOLICO NAO-
POSTERIOR-

Cateterismo cardiaco

Data

Local das
lesbes

Extensado das lesdes
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