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Artrite reumatdide € uma doenca auto-imune que apresenta acentuado
guadro inflamatério e proliferacdo celular o que, provavelmente, determina a
alta prevaléncia de doencas cardiovasculares quando comparados a
populacdo mundial. A mortalidade e a morbidade consequientes das doencas
cardiovasculares estdo 2 vezes aumentadas em pacientes com artrite
reumatdide e um dos principais fatores de risco relacionados ao
desenvolvimento da aterosclerose € a dislipidemia. Esse importante fator de
risco vem sendo associado a artrite reumatoide e as concentracdes
plasmaticas de lipides sdo constantemente avaliadas, ja que se encontra
bem estabelecido a relacdo entre dislipidemia e alta incidéncia de doenca
cardiovascular. No entanto, o verdadeiro impacto das alterac¢des lipidicas na
artrite reumatoide ndo é bem conhecido, ja que os resultados de perfil
lipidico s@o contraditérios. Alteracbes nas concentracdes plasmaticas de
lipides ndo necessariamente acompanham distirbios no metabolismo das
lipoproteinas plasmaticas. O objetivo do presente estudo foi avaliar aspectos
do metabolismo da LDL e da HDL, em pacientes com artrite reumatoide.
Nesse sentido, foi avaliada a cinética plasmatica de uma nanoemulsao
lipidica artificial com comportamento metabdlico semelhante ao da LDL em
30 pacientes com artrite reumatdide divididos em 2 grupos de acordo com a
atividade da doenca, alta atividade (n=14) e remissao (n=16) e 30 individuos
controle. A nanoemulsdo marcada com éster de colesterol — **EC (EC-**C) e
colesterol livre — *H (CL-%H) foi injetada endovenosamente apés 12 horas de
jejum. As amostras de sangue foram coletadas em tempos pré-determinados
(5 min, 1, 2, 4, 6, 8 e 24 horas) ap0s a injecdo, para determinacdo das
curvas de decaimento plasmatico e da taxa fracional de remocao (TFR) dos
lipides marcados, por anélise compartimental. As TFR-EC-'*C e TFR-CL-*H
foram maiores no grupo AR quando comparado ao grupo controle (49%,
p<0,05 e 44%, p<0,05, respectivamente), ndo havendo diferenca entre os
subgrupos de artrite reumatdide. No grupo artrite reumatéide e em seus
subgrupos, as concentracfes de HDL-C e apo E foram maiores quando
comparados ao grupo controle (33%, p<0,0001 e 20%, p<0,01,
respectivamente), enquanto os niveis de apo B foram menores na artrite
reumatéide quando comparados ao grupo controle (16%, p<0,05). A
transferéncia de colesterol esterificado radioativo da nanoemulsdo para a
HDL foi menor na artrite reumatéide, comparando-se com 0 grupo controle.
A transferéncia dos outros lipides foi similar nos dois grupos. A HDL dos
pacientes com artrite reumatéide foi menor do que a dos controles. Esses
resultados podem contribuir com a melhor compreensdo de possiveis



mecanismos relacionados a uma maior incidéncia de doencas
cardiovasculares em pacientes com artrite reumatoide.

Descritores: Artrite Reumatoide; Aterosclerose; Lipideos; Nanoemulséo.
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ABSTRACT

Mortality and morbidity, as a consequence of cardiovascular diseases, is
twice as high in patients with rheumatoid arthritis than in the general
worldwide population. This autoimmune disease has predominant
inflammatory and cell proliferation background probably explains the high
prevalence of cardiovascular disease. Dyslipidemias are important risk
factors for cardiovascular disease. This study investigated the link between
RA and plasma lipids as a predisposition to this high cardiovascular disease
incidence. However, the impact of lipids on cardiovascular risk in rheumatoid
arthritis is unclear. So much so, that lipid profiles in patients with rheumatoid
arthritis in published studies is contradictory. The events of intravascular
lipoprotein metabolism do not necessarily produce altered levels of plasma
lipids. In an attempt to unravel novel dysfunctional mechanisms that could
trigger pro-atherogenic processes beyond the concentration of the plasma
lipids, plasma clearance of a lipidic nanoemulsion that resembles the LDL
metabolic behavior were investigated in rheumatoid arthritis patients and
compared to control subjects without the disease. 30 patients with
rheumatoid arthritis divided into 2 groups according to disease activity, high
activity (n=14) and remission (n=16), and 30 controls were studied. A
nanoemulsion labeled with 14C-cholesteryl esther (14C-CE) and 3H-free
cholesterol (3H-FC) were endovenously injected after which blood samples
were collected at pre-determined periods (5 min, 1, 2, 4, 6, 8 and 24 hours),
in order to determine the radioactivity of the plasma decay curves and
calculate the fractional clearance rate (FCR) of the labeled lipids for
compartmental analysis. In the rheumatoid arthritis group and subgroups the
HDL-C and apo E concentration were higher when compared to control
group (33%, p<0,0001 e 20%, p<0,01, respectively) while apo B
concentration was lower (16%, p<0,05). The -CE-FCR and °H-FC-FCR
were greater in rheumatoid arthritis group and subgroups when compared to
controls (49%, p<0,05 e 44%, p<0,05, respectively). There were no
differences between the rheumatoid arthritis subgroups. Therefore,



rheumatoid arthritis accelerates the LDL plasma removal, as indicated by a
higher **-CE-FCR and *H-FC-FCR. The transfer of other lipids was also
similar in both groups. The HDL of the rheumatoid arthritis patients was lower
than that of the control group. These results could clarify possible
mechanisms that can be related to a higher cardiovascular incidence in
patients with rheumatoid arthritis.

Descriptors: Rheumatoid Arthritis; Atherosclerosis; Lipids; Nanoemulsion.
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1. INTRODUCAO

1.1 Artrite reumatéide

A artrite reumatéide (AR) é a doenca inflamatéria crénica, autoimune,
mais comum entre as artrites. E caracterizada primariamente por inflamac&o
da membrana sinovial devido a secrecdo de fatores que promovem o
processo inflamatorio e a neovascularizagdo, levando a progressiva
deformidade e a destruicdo simétrica irreversivel das grandes e pequenas

articulacdes por erosdo do osso e cartilagem, acometendo principalmente

maos (Figura 1) e pés (FLEMING et al, 1976).

FIGURA 1. Deformidade das articulagdes das maos na artrite reumatoide



A evolucgéo clinica da maioria dos pacientes é oscilante, intercalando
periodos de melhora e de agravamento dos sintomas incluindo rigidez
matinal, fadiga e perda de peso. Com a progressdo da doenca, ha
incapacidade de realizagdo de atividades cotidianas e profissionais (MOTA
et al, 2010), acarretando impacto econémico significativo para o paciente e
para a sociedade (MONTEIRO et al, 2008), tanto em perda de producgéo
como em custo de tratamento.

A AR afeta 0,5 a 1% da populacdo adulta mundial (WEINBLATT et al,
2007; SYMMONS et al, 2002) e, similarmente, 1% da populacdo brasileira
(BRENOL et al, 2007), sendo mais frequente em mulheres do que em
homens (3:1). Estudos epidemiolégicos mostram que a mortalidade e a
morbidade nesses pacientes estdo aumentadas e a expectativa de vida pode
estar diminuida de cinco a quinze anos (WEINBLATT et al, 2007).

A estimativa do numero de pessoas acometidas por AR e do impacto
social que esta doenca pode causar esta projetada em um aumento de 40%
nos Estados Unidos (HOOTMAN et al, 2006).

N&o ha uma clara definicdo sobre a etiologia da AR, porém ha fortes
evidéncias de que a autoimunidade tenha um importante papel em sua
cronicidade e progressao.

Apesar do aumento da mortalidade ser associado a severidade da
doenca, a incapacidade funcional e as manifestacbes extra-articulares,
alguns estudos tem mostrado que pacientes com AR tém maior risco de
sofrer infarto do miocardio e que esse risco triplica em pacientes com dez

anos ou mais de doenca. (SOLOMON et al, 2003; WOLFE et al, 2003).



Os pacientes com AR apresentam maior prevaléncia de hipertensao
diastdlica, angina e risco aumentado de doenga vascular sub-clinica
caracterizada pela prevaléncia de doenca arterial periférica e por
anormalidades eletrograficas (MCENTERGART et al, 2001; ALKAABI et al,
2003). Dessa maneira, cerca de metade das mortes na AR € causada por
doenca cardiovascular (SZEKANECZ et al, 2007; PINCUS et al, 1986) e
provavelmente isso ocorre devido ao processo inflamatério (STEVENS et al,
2005) e ao aumento da prevaléncia dos fatores de risco cardiovasculares
(SOLOMON et al, 2008; VAN HALM et al, 2009; PETERS et al, 2008; TOMS
et al, 2010) que levam ao desenvolvimento acelerado da aterosclerose
(KEREKES et al, 2008; BACON et al, 2001).

O processo inflamatorio pode, por si s6, ser um fator de risco
cardiovascular independente para os pacientes com AR (MARADIT-
KREMERS et al, 2005; MYASOEDOVA et al, 2011). Ja se encontra
estabelecido que a inflamacéo sistémica crbnica acelera a aterosclerose,
pois niveis elevados de citocinas e quimioquinas pro-inflamatorias estimulam
a expressao especifica de receptores de membrana que lesam as células
endoteliais (DORIA et al, 2005), o que contribui com a formacdo da placa
aterosclerotica, favorecendo assim, sua instabilidade e ruptura (LIBBY et al,
2002).

O aparecimento ou estabilizagdo do aumento do indice de massa
corpérea e da razao cintura/quadril (PINCUS et al, 1986; DESSEIN et al,
2005; GOODSON et al, 2006), sedentarismo, tabagismo, diabetes mellitus e

hipertensdo arterial s&o tradicionais fatores de risco para eventos



cardiovasculares nesses pacientes. Além destes, a dislipidemia (PANOULAS
et al, 2008), caracterizada pela diminuicdo plasmatica do colesterol da
lipoproteina de alta densidade (HDL-C), aumento de triglicérides (TG) e
aumento dos niveis da lipoproteina de baixa densidade (LDL) pequena e
densa, tem sido frequentemente citada como um importante fator que
contribui para este processo, jA que este perfil é considerado pro-

aterogénico (RIZZO et al, 2009).

1.2 Metabolismo da lipoproteina de alta densidade (HDL)

A HDL é uma lipoproteina que desempenha importante papel no
transporte endogeno de lipides plasmaticos. Cerca de 40 a 60% da HDL é
constituida de lipideos, sendo 26-32% de fosfolipides, 15-20% de ésteres de
colesterol, 3-5% de colesterol livre e 2-7% de TG (GOTTO et al, 1983) e 0
restante (aproximadamente, 45-55%) constituida por apolipoproteinas (apo).
A principal e mais abundante proteina presente na HDL é a apo A-l e, em
menor quantidade, a apo A-ll. Além da presenca de lipides e proteinas em
sua constituicdo, ha também a presenca de enzimas com a paraoxonase-1
(PON-1) que possui papel antioxidante e a lecitina colesterol aciltransferase
(LCAT), responsavel esterificacao do colesterol.

Esta lipoproteina (Figura 2) corresponde a um grupo heterogéneo de

particulas e apresenta uma meia-vida de 5 a 6 dias, a mais longa de todas



as lipoproteinas. A HDL é sintetizada principalmente no figado, inicialmente
em forma discéide, com alto conteido de colesterol livre e também
composta de fosfolipides e apos, principalmente apo A-l e apo E
(EISENBERG, 1984). Essas particulas captam o excesso de colesterol livre
das células dos tecidos periféricos e da superficie das lipoproteinas ricas em
TG, sendo convertidas a particulas menores as HDL3. A apo A-l presente na
lipoproteina € um cofator de ativacéo da LCAT, a qual esterifica o colesterol
livre da HDLs;, convertendo-a a HDL,. O éster de colesterol pode ser
transferido, através da proteina de transferéncia de éster de colesterol
(CETP), das HDL, para as lipoproteinas ricas em TG e para as LDL
(GLOMSET, 1973). As lipoproteinas ricas em TG, por sua vez transferem TG
para as HDL,. A interacdo da HDL3 com as células da parede arterial nesse
processo de retirada do colesterol livre € mediada por um receptor
especifico, de superficie celular, com especificidade para a apo A-l. A HDL
rica em éster de colesterol € captada pelo figado através de receptores
celulares especificos que reconhecem a apo E (receptores B/E). A HDL
também desempenha a importante funcdo de doar apos para as
lipoproteinas ricas em TG, necesséarias ao metabolismo das mesmas. Além
da importante funcdo no transporte reverso do colesterol, a HDL esta
envolvida com a protecdo da funcédo endotelial e mecanismos de protecéo

contra processos tromboticos, fibréticos, inflamatorios e oxidativos.



Ester de colesterol

Apolipoproteinas
Triglicérides

_ Colesterol livre

Fosfolipide
FIGURA 2. Estrutura da lipoproteina de alta densidade (HDL)

O tamanho da HDL tem sido discutido por alguns autores por
apresentar importante papel no transporte reverso do colesterol (AUSTIN et
al, 1998; ASSMANN et al, 1998). Muitos estudos prospectivos demonstraram
gque a HDL pequena — enriquecida de TG — esta associada a doencas
cardiovasculares. Isso se deve ao fato de que esta HDL sofre maior acdo da
lipase hepética e da CETP (RYE et al, 1999) tendo sua maturacao impedida,
dificultando o transporte reverso do colesterol (TIAN et al, 2011).

A PON-1 tem a capacidade de prevenir a formacdo de produtos de
oxidacao lipidica que resultam na inducdo de moléculas pro-inflamatorias,
como a interleucina (IL) 8 (VAN LENTEN et al, 1995). A parte protéica da
HDL, constituida principalmente pela apo A-1 reduz os efeitos proé-
inflamatoérios dos lipideos oxidados (NAVAB et al, 2000). Algumas
subclasses da HDL podem proteger a LDL contra a oxidacdo. Além disso, a
HDL diminui a expresséo da molécula de adesao celular vascular (VCAM) 1,

molécula de adeséao intercelular (ICAM) 1 (RYE et al, 2009) e proteina



quimiotdtica do mondcito (MCP) 1 (NAVAB et al, 1991), atenuando a

resposta inflamataria.

1.3 Metabolismo da lipoproteina de baixa densidade (LDL)

A LDL é o principal transportador de colesterol no plasma humano.
Cerca de 70% do colesterol plasmatico € transportado por essa
lipoproteina para o figado e para varios tecidos periféricos, onde sera
utilizado em diversos processos metabolicos, como sintese de hormonios

e membrana.

A LDL (Figura 3) € o produto final de degradacédo da lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL), a lipoproteina rica em triglicérides produzida
pelo figado. A LDL é uma particula esférica e, assim como todas as
lipoproteinas, sua estrutura € determinada de acordo com a polaridade do
lipideo que a constitui. Uma pequena parte de triglicérides e cerca de 45-
55% de colesterol esterificado estdo no centro da particula por terem
caracteristicas apolares, jA o colesterol livre e o fosfolipide estdo na
superficie da lipoproteina. Todos esses lipideos sdo mantidos nesta
estrutura pela apo B-100 que também possui funcdo de ligar a LDL a
receptores especificos presentes na superficie da membrana celular.
Apés essa interacdo entre apo e receptor, a LDL é internalizada e degradada
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em vesiculas que se fundem aos lisossomas e € esta interacdo que



representa o principal fator que determina os niveis plasmaticos dessa

lipoproteina (GOLDSTEIN et al, 1979).

LDL

Apolipoproteinas

Colesterol
esterificado

Colesterol Triglicerideos

FIGURA 3. Estrutura da lipoproteina de baixa densidade (LDL)

Ja se encontra bem estabelecida a relacdo da LDL com doencas
ateroscleroticas e os mecanismos pelos quais essa lipoproteina participa do
processo aterogénico (STAMLER et al, 1988; PYORALA et al, 1994).
Defeitos no receptor ou na apo B-100 dificultam a captacdo celular da LDL,
resultando em remocdo plasmatica deficiente da mesma e
consequentemente, aumento da concentracdo plasmatica de colesterol de
LDL (LDL-C). Isso pode levar a um maior tempo de permanéncia da LDL no
espaco subendotelial, o que pode aumentar a possibilidade da mesma sofrer
modificacdes na sua composicao lipidica ou protéica.

Uma vez modificada, principalmente oxidada, a LDL desempenha

papel fundamental em todos os estagios da aterogénese incluindo ativacédo



de mondcitos, migracdo de células para o espaco subendotelial, pois passa
a ndo ser reconhecida pelos receptores especificos, sendo removida da
circulacdo sanguinea através de receptores de varredura ou receptores
scavenger, presentes em células do endotélio, como os macréfagos. Essas
células tornam-se repletas de colesterol, convertendo-se em células
espumosas, cujo aparecimento € um dos eventos mais precoces no
processo aterogénico (STEINBERG et al, 1989; STEINBERG, 1993). Além
disso, a LDL oxidada ocasiona disfuncdo endotelial, proliferacdo e
reorganizacdo da matriz extracelular além de estimular o endotélio a
producédo e liberacdo de quimiotaticos e moléculas de adesdo para
leucocitos na superficie endotelial. Todos esses processos colaboram para o
desenvolvimento da aterosclerose, sendo um importante marcador para
doenca arterial coronaria.

Além de oxidada, a LDL pode também ter seu tamanho alterado,
tornando-se pequena e densa. Muitos estudos demonstraram que a
predominancia de uma LDL pequena e densa esta associada ao aumento do
risco cardiovascular devido aos mesmos mecanismos que a LDL oxidada
ativa: diminuicdo da afinidade pelo seu receptor especifico, aumento da
captacdo por receptores localizados nas células endoteliais (devido ao seu
menor diametro) e aumento da suscetibilidade a oxidacdo (KAMIGAKI et al,
2001).

A avaliacdo do metabolismo da LDL é realizada rotineiramente
através da determinacdo da concentracdo de colesterol e de apo B. No

entanto, simples determinacdes plasmaticas podem nao refletir disfuncéo no
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metabolismo da lipoproteina. Dessa maneira, estudos que pudessem avaliar
a remocao plasmatica da LDL no homem seriam muito (teis para
compreender a fisiopatologia do metabolismo dos lipides e da aterosclerose.
No entanto, esses estudos tém sido muito restritos, devido as dificuldades do
isolamento e marcacao radiativa da LDL nativa e a necessidade obrigatdria
do uso da lipoproteina autdloga, devido ao risco de transmissao do virus da
hepatite e da sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida aos
individuos em que a LDL marcada € injetada para avaliacdo da remoc¢ao do
compartimento plasmatico.

O desenvolvimento de uma nanoemulsdo com composicao lipidica
parecida com a da LDL natural (LDE), mas sem a parte protéica da
lipoproteina, possibilitou reproduzir o metabolismo da LDL (MARANHAO et
al, 1993). A LDE néo possui proteina (Figura 4), porém nossos estudos
demonstraram que ao ser injetada na circulacdo plasmatica, ao entrar em
contato com as lipoproteinas naturais, adquire apo E, podendo ser

reconhecida pelo receptor da LDL (MARANHAO et al, 1993).
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FIGURA 4. Estrutura da nanoemulsao lipidica artificial (LDE)

Na hipercolesterolemia familiar, os receptores B/E sdo deficientes e
nao captam de maneira eficiente a LDL da circulagdo sanguinea. Nesta
situacdo, a LDE, ao ser injetada, foi removida muito lentamente da
circulacdo, assim como esperado e mostrando que a nanoemulsdo é um
potente instrumento para investigacdo das dislipidemias (MARANHAO et al,
1997).

As facilidades operacionais oferecidas pelo sistema LDE permitem a
avaliacdo em um grupo de varios individuos com a mesma preparacao. Além
disso, a LDE é removida do plasma mais rapidamente do que a LDL natural,
devido a maior afinidade dos receptores pela apo E. Desta maneira, o tempo
de realizacdo do estudo cinético fica reduzido para 12 ou 24 horas, ao

contréario da lipoproteina nativa que exige 2 a 3 dias de acompanhamento.
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1.4 Dislipidemia na artrite reumatoide

J& se encontra estabelecido que o aumento dos niveis de colesterol,
LDL-C, diminuicdo do HDL-C e modificagbes nas estruturas dessas
lipoproteinas estdo associados ao aumento da incidéncia de doenca
cardiovascular na populacdo em geral, porém os dados da literatura em
pacientes com AR sao contraditérios (HELDENBERG et al, 1983; LORBER
et al, 1985; LAKATOS et al, 1988; KAVANAUGH, 1994; ASANUMA et al,
1999).

Varios estudos tem demonstrado perfil pro-aterogénico em pacientes
com AR (RIZZO et al, 2009; GEORGIADIS et al, 2006; WHITE et al, 2006;
CHOI et al, 2005). H& uma grande variabilidade nas concentracdes
plasmaticas de colesterol e do LDL-C na AR, ambos podem estar diminuidos
ou normais. O HDL-C encontra-se diminuido, enquanto as concentracdes
plasmaticas de TG, LDL-oxidada (VUILLEUMIER et al, 2010), anticorpos
anti-LDL-oxidada e HDL pro-inflamatoria estdo aumentadas (PARK et al,
2002; YOO, 2004; GEORGIADIS et al, 2006; MCMAHON et al, 2006; DEL
RINCON et al, 2001; ROMAN et al, 2006; ROMAN et al, 2007;
DURSUNOGLU et al, 2005).

Em contrapartida, Rossner et al (1977) encontraram niveis normais ou
até diminuidos de colesterol e de TG em pacientes com AR (RANTAPAA-
DAHLQVIST et al, 1991) precoce e com alto grau de inflamacdo (ROSSNER

et al, 1977).
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Ha correlacdo inversa entre a severidade da doenca e os niveis
plasmaticos de lipides. As concentracBes de colesterol e HDL-C diminuem
com o inicio da fase aguda (MARIK, 2006) e, acompanhando a diminuicdo
da atividade da doenca apdés tratamento, ocorre aumento ou normalizacao
sérica desses lipides.

A reducao do colesterol e do LDL-C acompanhados pela reducédo da
apo B estdo geralmente associados ao aumento dos marcadores
inflamatoérios (KHOVIDHUNKIT et al, 2004) que causam a ativacdo do
sistema mononuclear fagocitario, aumentando o clearance da LDL (SLATER
et al, 1982).

De acordo com diversos autores (VUILLEUMIR et al 2010; KIM et al,
2004), os niveis de LDL oxidada nao estdo apenas aumentados na AR como
também se correlacionam com a atividade da doenca independentemente de
outros marcadores inflamatérios. Assim, a LDL oxidada ndo desempenharia
papel apenas no desenvolvimento da aterosclerose, mas também na AR, ja
gue apresenta importantes propriedades inflamatérias (VUILLEUMIER et al,
2010), interferindo no clearance das células apoptoticas nas lesdes
ateroscleroticas (KHAN et al, 2003) e nas articulacfes acometidas (DAI et al,
2000).

Além disso, os pacientes com AR possuem maior concentracao de
LDL pequena e densa (AUSTIN, 2009; RIZZO et al, 2009), que é mais
suscetivel a processos oxidativos, fator que contribui para o aumento dos

niveis plasmaticos da LDL oxidada.
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Alguns estudos mostram ainda que a dislipidemia na AR é
dependente da atividade da doenca, ou seja, quanto maior a atividade,
menor as concentracdes plasmaticas de colesterol e, principalmente, do
HDL-C (BOERS et al, 2003; SVENSON et al, 1987). Ha evidéncias de que
essas alteracdes lipidicas ja estejam presentes em estados iniciais da AR.
Além disso, esses pacientes apresentam aumento dos niveis de
lipoproteina(a) (Lp(a)) e, frequentemente, maior razdo HDL-C/colesterol
(STAMPFER et al, 1991), sugerindo uma diminuigdo no HDL-C (PARK et al,
1999). A dislipidemia parece ser consequéncia da liberacdo sistémica de
citocinas inflamatérias como o fator de necrose tumoral (TNF), IL-1 e IL-6
levando a um estado pré-aterogénico com a presenca de resisténcia a
insulina, ativacdo de células endoteliais e hipercoagulacdo (NURMOHAMED
et al, 2009).

Ainda como fatores de risco para doencas cardiovasculares,
pacientes com AR apresentam maior estresse oxidativo, disfuncao vascular,
possivel hipertenséo arterial e niveis elevados de fatores trombogénicos e
inflamatorios (SATTAR et al, 2003). Dentre os fatores inflamatorios, a
proteina C reativa (PCR) é um importante preditor de risco independente
para infarto do miocardio, acidente vascular cerebral e morte, pois se
encontra elevada na angina instavel e estd envolvida com o inicio e
progressdo da lesdo aterosclerdtica, pois provoca ativacdo do sistema
complemento e ativacdo das células endoteliais a expressarem moléculas de
adesado e, consequentemente, maior liberacdo de MCP-1 e secrecao de

endotelina-1 (ET-1) e IL-6, mediando a captacdo da LDL por macréfagos e
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estimulando a produc¢do do fator tecidual dos mondcitos, levando assim, a
um estado pro-inflamatorio, aumentando a mortalidade por doenca
cardiovascular (ABOU-RAYA et al, 2006; KAGEYAMA et al, 2006) em duas
vezes (PEARSON et al, 2003).

Assim como a PCR, niveis elevados de homocisteina tém sido
associados a aterosclerose e, consequentemente, a doenca arterial
coronaria (DIAS et al, 2001; MAYER et al, 1996) na AR, jA que esse
aminoacido tem sido encontrado nas articulacdes desses pacientes em altas
concentragbes, 0 que pode levar ao aumento na producdo de citocinas
inflamatdrias, como a IL-1, acelerando a aterosclerose (LAZZERINI et al,
2006). Ainda, a homocisteina pode se correlacionar com a aterogénese
através da relacdo direta com a citotoxicidade, disfuncédo endotelial, inibicdo
do oxido nitrico, aumento da adesividade plaquetaria, ativacédo de fatores de
coagulacdo e oxidacao de lipoproteinas (DIAS et al, 2001; WELCH et al,
1998; ROBINSON et al, 1998; GUBA et al, 1996).

Nesta fase aguda da resposta inflamatéria, varios estudos tém
demonstrado que a HDL pode-se tornar uma lipoproteina pré-inflamatéria,
favorecendo a aterogénese, ja que a inflamacdo apresenta niveis elevados
de IL-1, IL-6 e TNF que podem inibir a acdo da lipase lipoprotéica
(GRUNFELD et al, 1992), uma enzima presente na parede endotelial
responsavel por hidrolisar os TG das lipoproteinas na corrente sanguinea.
Com o enriquecimento de TG, principalmente, dos quilomicrons (lipoproteina
responsavel pelo transporte de lipides no estado pés-prandial) e VLDL, ha

uma maior transferéncia deste lipideo entre essas lipoproteinas e a HDL,
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favorecendo a substituicdo do éster de colesterol por TG na HDL em cerca
de 50% (PRUZANSKI et al, 2000). Além disso, esta situacdo pode ser
agravada pelo possivel aumento da atividade da CETP, mediando uma troca
mais rapida de TG (GEORGIADIS et al, 2006; CABANA et al, 1996). Sendo
assim, esta HDL rica em TG tem o seu diametro reduzido, ndo conseguindo
executar sua principal funcao, o transporte reverso do colesterol.

Além disso, o estado inflamatoério promove a inibicdo da PON-1 (ISIK
et al, 2007; MCMAHON et al, 2006), LCAT (TOMS et al, 2010), proteina de
transferéncia de fosfolipides (PLTP), lipase hepatica e apo A-1 (NORATA et
al, 2006), favorecendo a oxidacdo da LDL e atraindo mondcitos para a
fagocitose das LDL oxidadas (VAN LENTEN et al, 2001). Dessa maneira, a
HDL se torna menos efetiva na remocédo do colesterol dos macrofagos
(NORATA et al, 2006) e no transporte reverso do colesterol (ARTLE et al,
2002).

A apo A-1 pode ser removida da HDL pela amildide A sérica (SAA),
proteina secretada na fase aguda da inflamacado, levando a perda das
funcdes antioxidantes e anti-inflamatoérias desta lipoproteina (DULLAART et
al, 2010a; DULLAART et al, 2010b). Além disso, com a remocéao da apo A-1,
h& diminuicdo da razdo HDL-C/apo A-1, sugerindo a predominancia de uma
HDL pequena (CORSETTI et al, 2010) que pode contribuir para o aumento
da incidéncia de aterosclerose em pacientes com AR (CHUNG et al, 2010),
j& que esta ndo consegue efetuar o transporte reverso do colesterol. Ainda, a

apo A-1 pode estar aumentada no fluido sinovial de pacientes com AR nao
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tratados (ANANTH et al, 1993), sugerindo que as articulagdes podem estar
sendo infiltradas por particulas de HDL (CHOY et al, 2009).

Jé se encontra bem estabelecido que ha maior incidéncia de doenga
aterosclerdtica na artrite reumatoide. No entanto, a simples determinacéo da
concentracdo plasmatica dos lipides, ou seja, a determinacdo quantitativa,
nao revela o impacto no risco cardiovascular, ja que os resultados do HDL-C
e LDL-C séo contraditérios.

Dessa maneira, € de interesse verificar se ha alteracdes qualitativas
na HDL como modificagBes no seu tamanho e na sua capacidade de receber
e doar lipides, o que pode influenciar direta ou indiretamente no
desenvolvimento da placa aterosclerética, como também, a remocao
plasmatica da LDL, o que tem sido avaliado em outras situa¢cdes patologicas,
através da cinética plasmatica de uma nanoemulsao lipidica artificial que se
liga a receptores da LDL natural, marcada duplamente com colesterol livre e

esterificado.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar o metabolismo da LDL e

0s aspectos qualitativos da HDL em pacientes com AR.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a cinética plasmatica de uma nanoemulséo lipidica artificial,

semelhante a LDL,;
e Determinar a concentracéo da LDL oxidada;

e Determinar a concentracdo de substancias reativas ao &acido

tiobarbiturico (TBARS);
e Avaliar a capacidade da HDL de receber lipides;
e Determinar o tamanho da HDL,;

e Determinar as concentracdes dos lipides, lipoproteinas e

apolipoproteinas plasmaticas.



CASUISTICA
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3. CASUISTICA

3.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Ambulatério de Reumatologia do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e no
Laboratorio de Metabolismo de Lipides do Instituto do Coragéo do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

(InCor-HCFMUSP).

3.2 Recrutamento dos participantes da pesquisa

Foram recrutados pacientes do Ambulatério de Reumatologia do
Hospital das Clinicas da Universidade de Sédo Paulo. A informacéo prévia
detalhada de todo o protocolo foi dada a todos os participantes, antes do
inicio do estudo. Todos assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido, o qual foi preenchido em duas vias, assinado pelo paciente ou
por seu responsavel legal, sendo uma via entregue ao paciente e outra
arquivada no prontuario, conforme a Resolucdo n°® 196 do Conselho

Nacional de Saude de 10/10/1996. O projeto foi aprovado pela Comissao de
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Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Paulo (ANEXO A). O estudo tem apoio financeiro da Fundacédo de Amparo a

Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP).

Os participantes do estudo foram divididos nos seguintes grupos:

e Grupo artrite reumatoide em alta atividade (AR-AA)
Foram convocados 14 pacientes com artrite reumatoide em alta atividade,
de acordo com o indice de atividade da doenca de 28 articulacdes
(DAS28) > 5,1 (PREVOO et al, 1995), sendo 11 do sexo feminino e 3 do

sexo masculino.
Critérios de inclusao:

e Homens ou mulheres;
e |dade acima de 18 anos;
e DAS28>51

Critérios de exclusao:

e Diabetes mellitus tipo 1 e 2, com niveis de glicose superiores
a 100mg/dL

e Hipotireoidismo

e Insuficiéncia cardiaca

e Disfuncao renal

e Disfuncao hepatica

e Hipertensao arterial sistémica

e Doenca aterosclerotica manifesta
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e Tabagismo

¢ Ingestdo de bebida alcodlica

e Triglicérides > 400mg/dL

e Obesidade em funcéo do indice de massa corpérea (IMC):
Critério recomendado pelo Critérios do National Cholesterol
Education Program — Adult Treatment Panel (NCEP-ATP-III):
IMC > 30 kg/cm?

e Uso de estatinas nos ultimos 3 meses

e Gestante confirmada por teste de gravidez, no dia do estudo

cinético.

e Grupo artrite reumatoide em remissao (AR-R)
Foram convocados 16 pacientes com artrite reumatoide em remissao de
acordo com o DAS28 < 2,6, sendo 13 do sexo feminino e 3 do sexo

masculino.
Critérios de inclusao:

e Homens ou mulheres;
e I|dade acima de 18 anos;
e DAS28<2,6

Critérios de exclusao:

e Diabetes mellitus tipo 1 e 2, com niveis de glicose superiores

a 100mg/dL
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e Insuficiéncia cardiaca

e Hipotireoidismo

e Disfuncao renal

e Disfuncao hepatica

e Hipertensao arterial sistémica

e Doenca aterosclerotica manifesta

e Tabagismo

¢ Ingestdo de bebida alcodlica

e Triglicérides > 400mg/dL

e Obesidade em fungdo do IMC: Critério recomendado pelo
Critérios do National Cholesterol Education Program — Adult
Treatment Panel (NCEP-ATP-III): IMC > 30 kg/cm?

e Uso de estatinas nos ultimos 3 meses

e Gestante confirmada por teste de gravidez, no dia do estudo

cinético.

e Grupo controle
Foram convocados 30 individuos saudaveis pelo Laboratério de
Metabolismo de Lipides do Instituto do Coracdo (HCFMUSP), sendo 25

do sexo feminino e 5 do sexo masculino.
Critérios de inclusao:

e Homens ou mulheres;

e |dade acima de 18 anos;
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Auséncia de patologia prévia

Critérios de exclusao:

Dislipidemia, de acordo com as Diretrizes Brasileiras de
Dislipidemias

Diabetes mellitus tipo 1 e 2, com niveis de glicose superiores
a 100mg/dL

Disfungéo renal

Disfuncao hepatica

Hipertensao arterial sistémica

Doenca aterosclerética manifesta

Obesidade em funcdo do IMC: Critério recomendado pelo
Critérios do National Cholesterol Education Program — Adult
Treatment Panel (NCEP-ATP-III): IMC > 30 kg/cm?
Tabagismo

Ingestéo de bebida alcodlica

Uso de estatinas nos ultimos 3 meses

Gestante confirmada por teste de gravidez, no dia do estudo

cinético.

O numero de participantes foi escolhido baseando-se em estudos de

metabolismo de lipoproteinas artificiais desenvolvidos em nosso laboratério

(MARANHAO et al., 1992; ADES et al.,, 2001; GRAZIANI et al., 2002;

SANTOS et al., 2003; SANTOS et al, 2005; DANTAS et al, 2010).



MATERIAL E METODOS



27

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Determinagdes bioquimicas

As avaliacbes do perfil lipidico e glicose foram realizadas no
Laboratério de Metabolismo de Lipides do InCor-HCFMUSP. Todos os
participantes estavam em jejum de 12 horas.

As determinacdes dos niveis plasmaticos de colesterol total, TG e
glicose foram realizadas através de método colorimétrico enzimatico (Merck
S.A. Induastrias Quimicas, Rio de Janeiro, Brasil). O HDL-C foi determinado
pelo mesmo método utilizado para o colesterol total, apds precipitacédo
guimica das lipoproteinas que contém apo B, utilizando-se reagente
precipitante constituido por cloreto de magnésio e acido fosfotingstico. O
valor do LDL-C foi calculado pela férmula de Friedewald que é a diferenca
entre o colesterol total e a somatoria do HDL-C e VLDL-C. O VLDL-C foi
calculado através da divisdo dos niveis plasmaticos de TG por 5.

VLDL-C = TG
5

Férmula de Friedewald:

LDL-C = [colesteral total - (HDL-C + VLDL-C)]
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As concentracBes plasmaticas da apo Al, apo B e apo E foram
determinadas através do método turbidimétrico utilizando-se analisadores

automaticos (Roche/ Hitachi — Roche Diagnostics —Mannheim).

4.2 Determinacdo do diametro da particula de HDL

O diametro da particula de HDL foi medido por espalhamento de luz
(light scattering), utilizando o equipamento Laser Light Scattering
(ZetaPALMS, Brookhaven Instr. Corp.). A HDL foi separada por precipitacédo
guimica das lipoproteinas que contém apo B, através da adicdo de 500 pL
polietilenoglicol 8000 (PEG) (200g/L). O sobrenadante contendo HDL foi
diluido em solucéo de cloreto de sédio (0,15M) e, em seguida, passado em
filtro Millipore de 0,22 um de diametro. O diametro da HDL foi medido por
espalhamento de luz, coletados em um angulo de 90° e 658 nm e expressos
pelos resultados médio obtido em 5 corridas de 1 minuto e 30 segundos

cada (LIMA et al, 2004).
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4.3 Determinacédo da concentragéo plasmética de LDL oxidada

Os niveis plasmaticos de LDL oxidada foram determinados através de
método imunoenzimatico (ELISA), utilizando um anticorpo monoclonal

especifico de rato, "Mercodia Oxidized LDL ELISA" (HOLVOET et al., 1998).

4.4 Determinacéo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico

(TBARS)

Foram adicionados 2g de &cido tricloroacético (TCA) a 10mL de agua
destilada, formando a solucdo de TCA. A esta solucdo, foram adicionados
100 pL de soro.

A solucdo de acido tiobarbitarico (TBA) foi preparada adicionando
0,086g de TBA a 10mL do TCA. Essa mistura foi homogeneizada e aquecida
a 100°C em banho-maria por 20 minutos e resfriada em banho de gelo por
mais 20 minutos.

Em seguida, as amostras foram homogeneizadas e submetidas a
centrifugacédo a 8000rpm por 4 minutos, obtendo-se um sobrenadante com
cor, resultante da reacdo de malondialdeido e outros subprodutos liberados

na lipoperoxidacéo. Foi feita a leitura do sobrenadante no espectrofotdmetro
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no comprimento de onda de 535nm. Os resultados foram expressos em

nanomoles por miligramas de proteina (nmoles/mgprot).

4.5 Preparo da nanoemulséo lipidica artificial semelhante a LDL

(LDE)

A nanoemuls&o LDE foi marcada com oleato de colesterol-*C e
colesterol-*H para os estudos cinéticos. Segundo a técnica descrita por
Ginsburg et al. (1982) e modificada por Maranhao et al. (1993), utilizamos o
seguinte procedimento: em um frasco, foram pipetados 40 mg de
fosfatidilcolina, 20 mg de oleato de colesterol e 1 mg de trioleina e 0,5 mg de
colesterol (Sigma-Chemical Co — St Louis, EUA), a partir de estoques
preparados em cloroformio/metanol (2:1) (Merck-Darmstadt, Alemanha).
Foram adicionados oleato de colesterol-'*C, trioleina, fosfolipides-'*C e *H -
colesterol (Amersham Internacional — Reino Unido). Depois disso, a mistura
foi submetida a um processo de secagem sob fluxo de nitrogénio, em banho-
maria 37°C e mantida em dessecador a vacuo, por 16 horas, 4°C, para
remocao dos solventes residuais. A mistura de lipides ressuspendida em
tampao tris-HCI foi emulsificada por irradiacdo ultrassénica de 125 W de
poténcia, durante 3 horas, sob uma atmosfera de nitrogénio, com uma

variacdo da temperatura de 51 a 55 °C. Em seguida, a hanoemulsao foi
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purificada através de duas etapas de ultracentrifugacao e esterilizada

através de passagem em filtro Millipore, 0,22 um de didmetro.

Irradiacao

Tampao Tris-HCI Ulrasssnea

pH 8,0

i M

‘
= 3h
— . i e
LB Emulsificagdo
L . -

Evaporacao:
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Lipideos
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Aspiracgao + T =
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Ultracentrifugacao

FIGURA 5 - Preparo da nanoemulséo lipidica artificial semelhante a
LDL (LDE)

4.6 Estudos cinéticos com a LDE

Primeiramente, foram coletadas amostras de sangue dos
pacientes, em jejum de 12 horas, para determinacdes bioquimicas
seguida de injecdo endovenosa de cerca de 100 uL de LDE, contendo

148 kBq (4uCi) de °H-colesterol e 74 kBq (2uCi) de **C-oleato de
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colesterol. Apés a injecdo, foram coletadas amostras de sangue (5,0 mL)
em tubos de ensaio contendo 250 U.l. de heparina sddica (Roche —
Brasil), em intervalos pré-determinados, 5 minutos, 1, 2, 4, 6, 8 e 24
horas. As amostras de sangue foram centrifugadas a 3.000 r.p.m. por 15
minutos, em centrifuga Sorvall (modelo RT7, Wilmington, EUA), para
obtencédo de plasma. Aliquotas de 1,0 mL de plasma foram pipetadas em
frascos de cintilacdo, foram acrescentados a esses frascos, 5,0 mL de
solucdo Ultima Gold™ XR (Packard — Groningen, Holanda) para a
determinacdo da radioatividade presente nas amostras, utilizando-se um
contador Beta (Packard, modelo 1660 TR, EUA). As contagens obtidas
foram utilizadas para o calculo das curvas de decaimento plasmatico e
dos parametros cinéticos dos componentes lipidicos radioativos da
nanoemulsdo, através de um programa computacional de analise

compartimental, AnaComp® versao 4.1 (MESQUITA, 1994).

4.6.1 Andalise dos dados cinéticos

Nos estudos cinéticos da LDE, as contagens de radioatividade obtidas
nas amostras de plasma dos pacientes nos tempos avaliados foram
utilizadas para a determinacdo das curvas de decaimento plasmatico e
célculo dos parametros cinéticos dos componentes lipidicos radioativos da

nanoemulsado, através de andlise compartimental, com a utilizacdo de um
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programa computacional desenvolvido para andlise de cinética de
nanoemulsdes por Mesquita, C.H., do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares da Universidade de S&o Paulo (MESQUITA, 1994).

A curva de decaimento plasmatico da LDE apresenta um perfil
biexponencial com um rapido decaimento inicial, seguido de um decaimento
mais lento. Esse perfil levou a adocdo de um modelo com dois
compartimentos a partir do qual foram calculados os parédmetros cinéticos
(K).

Os compartimentos e os parametros cinéticos (figura 1) desse modelo
séo definidos do seguinte modo:

e compartimento 1. emulsdo LDE , introduzida no espaco

intravascular, assim como foi injetada;

e compartimento 2: LDE apds aquisicdo de apolipoproteinas, no

plasma,;

e k1,0: remocao nao especifica da LDE;

e k1,2: transformacédo da LDE pela aquisicdo de apolipoproteinas

e k2,0: remocdo de LDE do compartimento plasmatico para
espaco extravascular.

Para representar a remocdo das particulas foram utilizados os
parametros denominados taxas fracionais de remocéo (TFR), em h™, dos
lipides marcados, utilizando-se as respectivas taxas fracionais de
transferéncia (k).

TFR = (k1,0 + k1,2) x k2,0 / k1,2 + k2,0
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FIGURA 6. Modelo compartimental utilizado para analisar a cinética
plasmatica do colesterol livre e do éster de colesterol da LDE.

4.6.2 Avaliacdo do risco radiolégico relacionado aos

estudos cinéticos

A dose radioldgica que foi injetada foi avaliada de acordo com as
normas da "International Commission on Radiological Protection” (SOWBY,
1985). O parametro "Annual Limit for Intake" (ALI) de radionuclideo é
definido como a quantidade de radioisétopo que induz a uma dose
equivalente de 20 mSv. Para componentes organicos marcados com **C ou

®H, os valores de ALI sd0 9 x 10’ e 3 x 10° Bg, respectivamente. No presente
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estudo, a dose injetada de **C foi de 22,2 x 10* Bq, 0 que equivale a: (22,2 x
10 Bq/ 9 x 10’ Bg) x 50mSv = 0,1233msV. Para o °H, a dose injetada foi de
44.4 x 10* Bg, portanto a dose equivalente: (44,4 x 10* Bq / 3 x 10° Bq) x 50
mSv = 0,0075 mSv.

A dose equivalente incorporada no corpo inteiro em consequéncia da
exposicdo aos lipides radioativos foi estimada em 0,04 mSv, conforme
avaliado pelo método MIRD - Medical Internal Radiological Dosimetry
(SMITH, 1977). Em conformidade com as normas de protecao radiologica
(Comissao Nacional de Energia Nuclear, 1988), este valor € muito inferior ao
maximo permitido, 20 mSwv.

Os dados descritos para ratos pesando 0,4 kg foram ajustados para
seres humanos, estimando-se um peso médio de 70 kg, utilizando-se um
fator de corre¢cdo com a equacéao seguinte:

KHomen = kRato x (70kg/ 0,4kg) **

O valor exponencial X representa uma escala de variacdes
interespécies da farmacocinética, levando em consideracdo o0 tempo
biologico de cada espécie, que varia de 0,65 a 0,95. Considerando o valor
de X=0,86, estima para os seres humanos um nivel plasmatico total de 204
mg/dL e uma excrecdo diaria de colesterol de 1250 mg/dia (BOXENBAUM,
1983).

Esse valor esta dentro da média descrita em avaliacdes laboratoriais
desses parametros em seres humanos (MARANHAO, 1983).

O método acima descrito permite estimar que os participantes deste

estudo receberam por dose injetada de *C-oleato de colesterol, 0,26 mGy
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no intestino grosso inferior, 0,5 MGy no intestino grosso superior, 0,18 mGy
na pele, 0,13 mGy na superficie dos ossos e 0,13 mGy no figado. A dose
recebida pelos pulmdes, coragdo, ovarios ou testiculo é desprezivel. Em
conformidade com as normas de protecdo radiologica (Comissdo Nacional
de Energia Nuclear), este valor é muito inferior ao maximo permitido. A dose
de radiacdo induzida pela injecdo dos radiois6topos é menor que a obtida
com a maioria dos procedimentos radiolégicos, sendo cerca de 10 vezes

menor que a dose induzida por uma radiografia de cranio (ALTMAN, 1974).

4.7 Avaliacéo da transferéncia de lipides da LDE para a HDL

Uma aliquota de 200 pL de plasma dos participantes foi incubada
com 50 pL da nanoemulsédo LDE marcada com os lipides radioativos (oleato
de colesterol-'*C, trioleina-*H, colesterol-*H e fosfolipides-**C), a 37°C, sob
agitacdo, durante 1 hora (Figura 7).

14C-CL
-

b
Plasma

FIGURA 7. Incubacao dos lipides radioativos com o plasma
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ApOs esse procedimento, foram adicionados 250 pL de reagente
precipitante (0,2% Dextran/0,3 mol/L MgCl,;) seguida de agitacdo por 30
segundos e centrifugagdo por 10 minutos, a 3000 rota¢cbes por minuto. O
infranadante, contendo a nanoemulsdo LDE e as lipoproteinas plasmaticas
gue contém apo B, VLDL e LDL € desprezado. O sobrenadante, contendo a
HDL, foi submetido a contagem da radioatividade presente, que corresponde
a transferéncia dos lipides radioativos da LDE para a HDL do individuo. Foi
calculada a percentagem de transferéncia de cada um dos lipides
radioativos, considerando como 100%, a radioatividade total utilizada na
incubacéo (Figura 8). Foi efetuada a correcdo dos valores pelo HDL-C do
individuo e os resultados foram expressos em percentagem de lipides

transferidos / mL de plasma / mg/dL de HDL-C.

% 3H CE

%3HTG

%L FL

LDE 9% 4C CL —

FIGURA 8. Percentagem de transferéncia de lipides radioativos da LDE para
a HDL
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4.8 Andlise estatistica

Todos os dados obtidos nos grupos estudados foram comparados
através de testes estatisticos apropriados, dependendo de sua distribuicao.
Para isso, foi utilizado o teste de Kolmogorov e Smirnov.

Para analise comparativa entre os grupos artrite reumatoéide e controle
foi utilizado o teste t de Student.

Para analise comparativa entre os subgrupos de artrite reumatéide e
grupo controle foi utilizado o teste de analise de multivariancia ANOVA.

Os testes foram realizados utilizando-se o programa GraphPad Prism
version 3.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, e
os resultados obtidos foram considerados significativamente diferentes,

guando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliagéo clinica

Todos os pacientes foram avaliados e diagnosticados com artrite
reumatdide pelo Ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas
baseado no critério do Colégio Americano de Reumatologia revisados em
1987 (ARNET, 1988). Durante a consulta foi aplicado o questionario de
analise de saude funcional (HAQ) (FERRAZ, 1990) e avaliada a atividade da
doenca (DAS28).

Ao comparar as caracteristicas clinicas dos grupos artrite reumatoide

e seus subgrupos com o controle, observa-se que a distribuicdo em relacéo

ao sexo, idade e IMC (Tabela 1) é semelhante.

TABELA 1 - Caracteristicas clinicas dos grupos artrite reumatéide, seus
subgrupos e controle

Parametros Artrite Reumatoide Controle
(n=30) (n=30)
Remisséo Alta atividade Total
(n=16) (n=14) (n=30)
Sexo (M/F) 3/13 3/11 6/24 5/25
Idade (anos) 52+11 53+10 53+11 54+10
IMC (kg/m®?) 27+2 28+1 28+2 28+3

IMC = indice de massa corpérea. Teste de comparagdo mdltipla Tukey apdés One-Way
ANOVA,; Teste de comparacéo simples t de Student. Dados expressos em média + desvio
padréo.
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Como verificado na Tabela 2, o tempo de diagndstico da doenca ndo
difere entre os grupos AR-AA e AR-R, assim como a presenca do fator
reumatoide positivo. O grupo AR-AA possui maior indice de atividade da
doenca (DAS28) quando comparado ao AR-R (p<0,0001) e, também maior
VHS (p<0,05). Os niveis plasméticos de PCR nao diferiram entre os grupos.

(Tabela 2).

TABELA 2 — Caracteristicas clinicas e parametros inflamatérios relativos a
artrite reumatoide dos grupos artrite reumatoéide, seus subgrupos e controle

Parametros Artrite Reumatoéide Controle
(n=30) (n=30)
Remisséo Alta atividade Total
(n=16) (n=14) (n=30)
Tempo de doenca 169 12+9 14+9 -
DAS28 1,9+0,9 5,7+0,5 *** 3,242 -
Fator reumatéide + (%) 12.(75) 8(57) 20 (66) NR
VHS (mm/h) 11+8 18+11 * 14+10 NR
4,243 6,9+10 5,37 NR

PCR (mg/L)

*p=0,05; ***p<0,0001. Teste t de Student. DAS28=indice da atividade da doenca de 28
articulagdes; VHS=velocidade de hemossedimentagdo; PCR=proteina C reativa; NR=nao
realizado. Dados expressos em média + desvio padrao.

A Tabela 3 mostra a lista de medicamentos em uso pelos pacientes
para o tratamento da AR. Nao foram observadas diferencas nas medicacfes

entre os grupos estudados.
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TABELA 3 - Medicamentos utilizados pelos pacientes (em %) dos grupos
artrite reumatodide e seus subgrupos para tratamento da artrite reumatéide e
suas comorbidades e individuos do grupo controle

Medicamentos Artrite Reumatoide Controle
(n=30) (n=30)
Remisséao Alta atividade Total
(n=16) (n=14) (n=30)
DMARDs
Metotrexato 11 (69) 8 (57) 19 (63) 0
Hidroxicloroquina 4 (25) 6 (43) 10 (33) 0
AINES 6 (37) 5 (36) 11 (37) 0
Prednisona 8 (50) 10 (71) 18 (60) 0

Dados expressos em valores absolutos (em %). DMARDs=medicamentos modificadores do
curso da doenca; AINES=antiinflamatérios nédo esteroidais

5.2 Avaliacéo laboratorial

Como verificado na Tabela 4, as concentracdes plasmaticas de HDL-
C foram maiores no grupo AR (p<0,0001) quando comparado ao controle.
Quando os subgrupos de AR sdo analisados, os grupos AR-AA e AR-R
também apresentaram niveis aumentados de HDL-C (p<0,0001) em relacao
ao controle. Ao analisarmos a relacdo TG/HDL, o grupo AR e seu subgrupo
AR-AA possuem menor razdo (p<0,01) guando comparados ao grupo
controle. Em relacdo as apolipoproteinas, o grupo AR possui menor
concentracdo de apo B (p<0,05) em relagdo ao grupo controle, ndo sendo
observada diferencas entre os subgrupos. A relacdo apo B/apo Al esta
diminuida no grupo AR (p<0,01) e no subgrupo AR-AA (p<0,01) quando

comparados ao grupo controle. A apo E esta aumentada no grupo AR
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(p<0,01) quando comparado ao controle. Em relagdo aos subgrupos, o AR-
AA possui maiores niveis de apo E quando comparado ao controle
(p<0,0001) e, também, ao grupo AR-R (p<0,05). Em relacdo aos demais

parametros, ndo houve diferenca entre 0os grupos estudados.

TABELA 4 - Concentracdes plasmaticas de lipides, apolipoproteinas e
glicose (mg/dL) dos grupos artrite reumatoéide, seus subgrupos e controle

Parametros Artrite Reumatdide Controle
(n=30) (n=30)
Remisséo Alta atividade Total
(n=16) (n=14) (n=30)
Colesterol (mg/dL)
Total 202437 198+39 203136 200445
LDL 119+31 128+40 123+35 121+39
HDL 62+18 *** 70£19 *** 65+18 *** 44+11
ndo-HDL 140+33 149+45 144+38 149+47
Colesterol livre 54+17 49+17 52+16 55+15
LDLox 58+18 49+20 53+19 63128
TBARS 4,82+3,3 2,78+2,1 3,9+2,9 3,4+1,6
Triglicérides 115+47 104+43 104+44 138+89
TG/HDL 2+1,5 1,6+0,8 * 1,8+1,2 * 2,9+2
Apolipoproteinas (mg/dL)
Al 136130 159+26 146130 134+26
B 7019 68+20 69+14 * 82+19
B/A1 0,53+0,12 0,43+0,13 *  0,49+0,13*  0,63%0,24
E 5+0,8 Bt1 o+t 5+1** 4,1+1,3
Glicose (mg/dL) 87+9 8618 88+12 859

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle; **p<0,01 quando comparado ao grupo
controle; ***p<0,0001 quando comparado ao grupo controle; *p<0,05 quando comparado ao
grupo remissdo. Teste ANOVA com pés-teste de Tukey; Teste t de Student. LDL=lipoproteina
de baixa densidade; HDL=lipoproteina de alta densidade; LDLox=lipoproteina de baixa
densidade oxidada; TG=triglicérides. Dados expressos em média + desvio padrao.
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5.3 - Medida do diametro da HDL e taxa de transferéncia de
colesterol livre, colesterol éster, fosfolipides e triglicérides da

nanoemulsao para a HDL

Como verificado na Tabela 5, ha uma diminuicdo no diametro da HDL
entre 0 grupo AR (p<0,01) quando comparado ao grupo controle. Essa
diferenca se mantém quando os subgrupos AR-AA e AR-R sdo comparados
ao grupo controle (ambos p<0,05).

Em relacdo as transferéncias dos lipides da nanoemulsdo para a
HDL, houve uma diminuicdo apenas na transferéncia do colesterol éster no
grupo AR e seus subgrupos (p<0,01) quando comparado ao grupo controle.
As transferéncias de colesterol livre, fosfolipides e triglicérides foram

similares entre os grupos estudados (Tabela 6).

TABELA 5 — Diametro da HDL nos grupos artrite reumatdide, seus
subgrupos e controle

Parametros Artrite reumatéide Controle
(n=30) (n=30)
Remisséao Alta atividade Total
(n=16) (n=14) (n=30)
Diametro da HDL (nm) 8,5+0,6 * 8,6+0,4 * 8,5+0,5 ** 9,2+0,8

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle; **p<0,01 quando comparado ao grupo
controle; Teste ANOVA com pés-teste de Tukey; Teste t de Student. Dados expressos em
média + desvio padrao.
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TABELA 6 — Transferéncia de colesterol livre, colesterol éster, fosfolipides e
triglicérides de uma nanoemulséo para a HDL em % da radioatividade total
de cada nanoemulséo lipidica nos grupos artrite reumatodide, seus subgrupos
e controle

Parametros Artrite reumatéide Controle
(n=30) (n=30)
Remisséo Alta atividade Total
(n=16) (n=14) (n=30)
C-Colesterol livre 7+1 7+1 7+1 7+1
®H-Colesterol éster 3+] ** 3+ ** 3+ ** 4+1
C-Fosfolipides 20+2 21+2 20+3 22+3
°H-Triglicérides 4+1 4+1 4+1 4+1

**p<0,01 quando comparado ao grupo controle; Teste ANOVA com pds-teste de Tukey; Teste
t de Student. Dados expressos em média + desvio padréo.

5.4 Decaimento plasmatico do colesterol livre e do éster de

colesterol da LDE

A taxa fracional de remoc&o do éster de colesterol (TFR-EC-'*C) foi
maior no grupo artrite reumatoéide (p<0,05) quando comparado com 0 grupo
controle (Figura 9). Em relacado as taxas de transferéncias representadas por
k1,0, k1,2 e k2,0, o Unico parametro com diferenca significativa foi o k1,2,
com uma taxa maior quando comparado ao grupo controle (p<0,05). O k2,0
do grupo AR apresentou uma tendéncia a elevacdo da taxa quando
comparado ao grupo controle (p=0,06). Nao foi observada diferenca entre os

subgrupos de AR (Tabela 7).
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FIGURA 9. Curva de remocéo plasmatica do éster de colesterol no grupo
artrite reumatoide e grupo controle

TABELA 7 — Taxa fracional de remocdo (TRF) e taxas de transferéncia dos
lipides (k) do éster de colesterol (EC-*C) da nanoemulsdo LDE (em h™) nos
grupos artrite reumatoéide, subgrupos e controle

Parametros Artrite Reumatoide Controle
(n=30) (n=30)

Remisséo Alta atividade Total

(n=16) (n=14) (n=30)
TER-EC-¥C 0,0674+0,050 0,0785+0,0864  0,0727+0,066 * 0,0375+0,027
k1.0 EC-YC 0,494+0,66 0,675+1,136 0,575+0,89 0,278+0,213
k1.2 EC-YC 0,0473+0,030 0,0415+0,02 0,044+0,02 * 0,024+0,019
k2.0 EC-Y4C 0,0256+0,02 0,026+0,024 0,0258+0,02 0,005+0,006

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle; Teste ANOVA com pos-teste de Tukey; Teste
t de Student. TFR=taxa fracional de remocao; EC=éster de colesterol; k=taxa de transferéncia
dos lipides. Dados expressos em média + desvio padréo.
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A taxa fracional de remocao do colesterol livre (TFR-CL-°H) foi maior
no grupo artrite reumatéide (p<0,05) quando comparado ao grupo controle
(Figura 10), ndo havendo diferenca entre os subgrupos de AR em relagcéo ao
controle. As taxas de transferéncias representadas por k1,0, k1,2 e k2,0
foram maiores no grupo AR quando comparado ao grupo controle (p<0,01;
p<0,05; p<0,01, respectivamente). Ao analisarmos os ks nos subgrupos de
AR, 0 k1,0 € maior no grupo AR-AA quando comparado ao grupo controle
(p<0,05) e 0 k2,0 € maior nos grupos AR-AA e AR-R quando comparados ao
grupo controle (p<0,05 e p<0,05, respectivamente). Em relacédo ao k1,2 néo
houve diferenca entre os subgrupos de AR e na comparagdo com 0 grupo

controle (Tabela 8).
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FIGURA 10. Curva de remocéo plasmatica do colesterol livre no grupo artrite
reumatoéide e grupo controle
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TABELA 8 — Taxa fracional de remocédo (TFR) e taxas de transferéncia de lipides
(k) do colesterol livre (CL-*H) da nanoemulsdo LDE (em h™) nos grupos artrite
reumatdide, subgrupos e controle

Parametros Artrite Reumatoéide Controle
(n=30) (n=30)
Remisséao Alta atividade Total
(n=16) (n=14) (n=30)
TER-CL-*H 0,0663+0,045 0,0682+0,0415 0,0663+0,042 * 0,0357+0,039
k1.0 CL-3H 0,988+0,341 1,230+0,47 * 1,095+0,41 ** 0,708+0,124
k1.2 CL-3H 0,0476+0,17 0,815+0,97 0,672+0,66 * 0,357+0,08
k2.0 CL-3H 0,0256+0,02 * 0,026+0,024 * 0,0258+0,02 ** 0,005+0,006

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle; **p<0,01 quando comparado ao grupo
controle. Teste ANOVA com pos-teste de Tukey; Teste t de Student. TFR=taxa fracional de
remocao; CL=colesterol livre; k=taxa de transferéncia dos lipides. Dados expressos em média
+ desvio padrao.
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6. Discussao

A artrite reumatoide vem sendo associada constantemente a doenca
cardiovascular. Esta associacao se deve a presenca de novos fatores riscos
como inflamacdo sistémica (STEVENS 2005), e aqueles ja bem
estabelecidos como hipertenséo, obesidade, sedentarismo e dislipidemia
(MISHRA et al, 2011). Dentre esses fatores, a alteracdo nos niveis
plasmaticos de lipides é um forte preditor de doenca aterosclerética na
populagdo em geral e tem alta prevaléncia na AR. Varios estudos tém
demonstrado perfil pro-aterogénico em pacientes com AR, porém os dados
disponiveis séo contraditorios e néo refletem o verdadeiro impacto no risco
cardiovascular. Sendo assim, outras implicacdes fisiopatologicas podem
estar envolvidas para o desenvolvimento de aterosclerose prematura nesses

pacientes, como a presenca de LDL pequena e densa e/ou a velocidade da

remocao plasmatica da LDL.

Neste estudo, apesar das concentracbes de LDL-C nédo diferirem
entre 0s grupos estudados, a velocidade da remoc¢ado plasmatica da LDL
calculada pela TFR da LDE marcada duplamente com **C-colesterol éster e
H-colesterol livre foi maior nos pacientes com AR quando comparados ao
grupo controle enquanto a concentracdo de apo B foi menor nesses
pacientes.

Os remanescentes de VLDL, IDL e LDL, que € o produto final da
lipdlise da VLDL, sdo removidos da circulacdo sanguinea, principalmente,
por receptores de LDL. Esses receptores reconhecem a apo B, que € uma

proteina que esta presente em todas as particulas da cascata da VLDL e,
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também, apoE, proteina presente nos produtos de degradacdo da VLDL,
exceto na LDL. A composicao da nanoemulsdo LDE é semelhante a da LDL
natural, no entanto, ndo possui proteina associada. Entretanto, em contato
com o plasma, a LDE adquire apo E que é reconhecida pelos receptores de
LDL. A LDE é removida do plasma mais rapidamente quando comparada a

LDL natural. Isto se deve a maior afinidade do receptor de LDL pela apo E.

O modelo LDE é uma abordagem prética para avaliar a fungéo in vivo
do receptor de LDL. O método foi validado em estudos clinicos nos quais a
nanoparticula mostrou ter comportamento similar ao da LDL natural. Assim
como observado com a LDL natural, a TFR da LDE na hipercolesterolemia
familiar esta diminuida devido a deficiéncia dos receptores em internalizar
esta particula (SANTOS et al, 2005). Em contrapartida, a TFR é acelerada
guando ha aumento da atividade ou de expressao dos receptores de LDL.
Isto pode ocorrer durante o tratamento com estatinas que leva a
superexpressao dos receptores de LDL (SANTOS et al, 2005) e, também na
leucemia mielocitica aguda (MARANHAO et al, 1992) e nos linfomas
(PINHEIRO et al, 2005), onde ha maior proliferacdo celular devido a maior
necessidade de lipides para sintese de novas membranas celulares. Esta
proliferacdo celular pode ocorrer também em tecidos ndo-malignos afetados
por um processo inflamatorio que leva ao aumento da captacédo da LDE. Um
estudo em coelhos com artrite, induzida por injecdo de albumina metilada,
mostrou uma maior captacdo da LDE pelo tecido inflamatoério da articulacéo
acometida quando comparada ao tecido da articulacdo controle (dados nao

publicados).



52

A presenca de tecidos com maior expressao de receptores de LDL
pode aumentar os sitios de captacdo da LDL, diminuindo tanto a
concentracdo plasmética da lipoproteina quanto da sua proteina especifica,
a apo B. Esta apolipoproteina € um marcador de todos os remanescentes de
VLDL, em particular, da LDL, jA que h& apenas uma apo B em cada
particula.

O fato da LDE ser removida mais rapidamente na AR com diminuicao
dos niveis de apo B sugere-se que os sitios inflamatérios e proliferativos
podem estar envolvidos no aumento da captacdo da LDE. Dessa maneira, a
LDE poderia ser usada como veiculo de farmacos visando o tratamento da
AR por concentrar os farmacos nos pontos de inflamacéo e proliferacéo.

A analise compartimental indica que a diferenca na TFR entre AR e
controle € explicada pelo aumento do k1,2. A taxa de transferéncia
representada por k1,0 demonstra a remocéo nao especifica da LDE. Apos a
saida deste primeiro compartimento, o parametro representado por k1,2
indica a aquisicdo de apo E pela LDE. Esta aquisicdo permite a remocao
final desta particula pela interacdo da apo E com receptores especificos,
representados pelo k2,0, o qual mostrou uma tendéncia de aumento nos
pacientes com AR.

O aumento da taxa de transferéncia do k1,2 e a tendéncia a elevacéao
da taxa representada pelo k2,0, que leva a aceleracdo da TFR da
nanoparticula, pode ser explicado pelas elevadas concentracfes

plasmaticas de apo E encontradas na AR.



53

A TFR do colesterol livre da LDE também foi maior na AR, sendo
similar a TFR do colesterol esterificado. Esses dados sugerem que o0
colesterol livre permanece na nanoparticula na circulagdo sanguinea, assim
como no grupo controle. Entretanto, a taxa de transferéncia k1,0 do
colesterol livre foi maior no grupo AR comparando-se com o controle, o que
nédo ocorreu com o k1,0 do colesterol esterificado.

Além disso, no grupo AR, o k1,0 do colesterol livre foi maior do que o
k1,0 do colesterol esterificado. Esses dados sugerem que na AR, 0O
colesterol livre tem uma maior dissociagdo da nanoparticula, antes da
aquisicdo das apos pela mesma, que poderiam dificultar a sua saida. Isso
pode ter uma implicacdo importante, pois a taxa k1,0 representa a saida nao
especifica do colesterol livre, ou seja, captacdo por macrofagos, que
sabidamente encontram-se aumentados na AR (RHO et al, 2011). Pode-se
entdo sugerir que, na AR o colesterol livre da LDL tem uma maior facilidade
de transferéncia para os macrofagos presentes na parede arterial. A
deposicdo de colesterol livre pode alterar o metabolismo das células
endoteliais e células musculares lisas, induzindo a secrecao de fatores pro-
inflamatérios e apoptose em macréfagos, que representam importantes
caracteristicas de placas de ateroma. Nesse sentido, em estudos anteriores,
foi demonstrada uma maior remocao de colesterol livre da LDE em pacientes
com DAC (SANTOS et al, 2003) e uma maior deposicao de colesterol livre,
comparando-se com colesterol esterificado, em fragmentos de vasos de

pacientes submetidos a revascularizacdo (COUTO et al, 2007).
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Os niveis plasméaticos de LDL oxidada e de malondialdeido (produto
final da peroxidacéo lipidica) foram semelhantes entre os grupos estudados,
provavelmente devido a concentracdo normal de colesterol que estes grupos
apresentam, jA que niveis aumentados deste lipideo levam a geracao de
radicais livres e, consequentemente, a peroxidacéo lipidica (PRASAD et al,
2003). Mishra et al (2011) encontraram correlacdo positiva entre as
concentracbes de malondialdeido e PCR com as de colesterol, mostrando
gue o estresse oxidativo e a inflamagdo poderiam contribuir com o
desenvolvimento da dislipidemia. No entanto, esta correlagdo n&o foi
encontrada em nosso estudo, provavelmente porque os pacientes com AR
nao apresentaram perfil lipidico alterado.

As concentracdes plasmaticas de colesterol livre ndo diferiram entre
0s pacientes com AR e os individuos controles, o que pode indicar que a
esterificacdo do colesterol, a qual ocorre principalmente na HDL com
subsequentes transferéncias lipidicas para outras classes de lipoproteinas,
nao é afetada pela AR.

E importante ressaltar que o HDL-C foi maior na AR quando
comparado ao grupo controle, um efeito que pode estar associado ao
tratamento com corticosteréides e cloroquina. No entanto, a principal
proteina presente na HDL, a apo Al, néo diferiu entre os grupos. Além disso,
no grupo AR, a HDL apresentou menor didmetro quando comparado ao
grupo controle. Apesar dos resultados na literatura serem controversos, a
maioria dos estudos sugere que a HDL de menor tamanho tem uma menor

capacidade de exercer sua funcéo de transporte reverso de colesterol.
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A HDL é constantemente remodelada no plasma devido a continuas
transferéncias lipidicas. Esta lipoproteina € originada por meio da lipidacao
da apo Al que resulta em uma particula nascente discoide. A HDL recebe
colesterol livre das células em um processo mediado pelo complexo ABCAl
e o esterifica pela LCAT, usando apo A1 como co-fator e fosfolipides. Dessa
maneira, a particula se torna madura e com formato arredondado. No
transporte reverso do colesterol, o HDL-C é retirado da circulacdo sanguinea
por receptores especificos no figado e pode ser excretado na bile ou
transferido para as outras lipoproteinas que contém apo B, como a VLDL e
LDL. Esta transferéncia lipidica, avaliada neste estudo por um método in
vitro usando a LDE como doadora de lipides para a HDL, € essencial para o
metabolismo da HDL na circulagcéo e para o transporte reverso do colesterol.

Além do transporte reverso do colesterol, principal funcdo da HDL
para manter a homeostase do colesterol no organismo, a HDL possui
inimeras funcdes relacionadas ao seu papel antiaterogénico. A composicao
da HDL, em parte dependente da transferéncia lipidica, pode interferir em
suas funcbes antiaterogénicas, alterando a afinidade das proteinas que
mantém a estrutura desta particula e pelas quais a HDL exerce suas
funcoes.

Neste estudo, observou-se uma reducdo da transferéncia do
colesterol esterificado da LDE para a HDL em pacientes com AR. Essa
reducdo pode estar relacionada a alteracdes no metabolismo da HDL, as
guais podem favorecer o processo aterogénico. Nesse sentido, a menor

transferéncia de colesterol esterificado para a HDL foi associada,
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anteriormente, com a presenca de DAC em idosos (AZEVEDO et al, 2011) e
com transplante cardiaco (PUK et al, 2009).

Os achados deste estudo sugerem que na AR ocorra um aumento na
remogcdo plasmatica da LDL e uma menor transferéncia de colesterol
esterificado da LDL para a HDL, além de uma maior chance de deposicao de
colesterol livre na parede arterial, provavelmente pela presenca
macréfagos e por todo o processo inflamatério envolvido. Portanto, os
resultados do presente estudo mostram importantes mecanismos de
aterogenicidade que podem estar relacionados a uma maior incidéncia de

doencas cardiovasculares em pacientes com artrite reumatoide.
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7. CONCLUSAO

e A cinética plasmatica da nanoemulséo lipidica artificial semelhante a
LDL foi mais rapida em pacientes com artrite reumatdide quando
comparados ao grupo controle.

e A concentracdo de LDL oxidada e de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico nédo diferiram entre os grupos estudados.

e A HDL recebeu menos colesterol esterificado da nanoemulséo
lipidica.

e Em pacientes com artrite reumatoide, a HDL possui menor diametro,
no entanto, o seu colesterol estd aumentado.

e As concentracbes de apo B estdo diminuidas enquanto os niveis
séricos de apo E estdo aumentados nos pacientes com artrite

reumatodide. A apo A néo diferiu entre os grupos estudados.
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8. ANEXO A - Termo de consentimento

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

T 1 L
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO & .oveieee e SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO.: ........ R l......
ENDERECO ...ouiiiiiiiiieeee s NO e, APTO: .............
BAIRRO: ..o CIDADE ...
CEP: e TELEFONE:DDD (............ ) e ————

2. RESPONSAVEL LEGAL .....coititiiietetisetete ettt es et es et es s ssanes s
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) .....cccvurrrereeeeeereeecirieer e e e e e e e e eseeeneeeeas
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......ccceeiovieieiee e SEXO: Mo Fao
DATA NASCIMENTO.: ...... I l.....

ENDEREGQCO: .. .eeiciieiecieie ettt e seee e see s eeeente e sraee e e nneeennes NO e APTO: ......
BAIRRO: .....oiiiciee et CIDADE: ..ot
CEP: e TELEFONE: DDD (............ )t

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Cinética plasmatica de uma nanoemuls&o
lipidica artificial, semelhante a LDL em pacientes com artrite reumatdéide.
PESQUISADOR : Fernanda Santos Pozzi

CARGO/FUNCAO: Biomédica INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° CRBM 12104

UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratério de Metabolismo de Lipides — Instituto do Coracéo e
Ambulatério de Reumatologia do HCFMUSP

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

4.DURACAO DA PESQUISA : 2 anos
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Essas informagdes estdo sendo fornecidas para sua participagdo voluntéria neste
estudo.

A pessoa que tem artrite reumatoide tem maior risco de ter doengas do coragao
(infarto) e derrame cerebral, por causa de alguns fatores, principalmente a
diminuigao do “colesterol bom”, a HDL, e aumento do “colesterol ruim”, a LDL.

Esse estudo tem como objetivo verificar quanto tempo a LDL fica no seu sangue
e, também, verificar a qualidade da HDL.

Para isso, serd feita uma injecdo na veia, de um volume muito pequeno (100 pL,
ou seja, volume 10 vezes menor que 1 mL) de uma substancia parecida com a LDL.
Ela possui radioatividade em uma quantidade muita baixa, 1000 vezes menor que a
dose permitida. Depois serdo feitas 7 coletas de sangue (5 mL cada) durante o dia,
seis delas no mesmo dia (comecando as 8:00 horas da manha e terminando as 16:00
horas) e a ultima, no dia seguinte as 8:00 horas da manh&. Antes da inje¢do, na
mesma Vveia, sera tirada uma amostra de sangue para fazer outros exames
relacionados com a gordura no sangue.

Os riscos decorrentes desses exames sdo minimos, relacionados a picada na veia
que pode deixar uma mancha roxa no local.

A qualquer momento, qualquer duvida sobre como 0s exames sdo feitos, a
importancia de serem feitos e sobre o risco para a sua salde sera esclarecida
imediatamente pelos pesquisadores. A principal investigadora é Fernanda Pozzi e
sua coordenadora € Dra Carmen Vinagre, que podem ser encontradas no endereco:
Rua Dr Enéas de Carvalho Aguiar, 44 — 1° subsolo, Bloco Il — telefone: 3069-5574.
Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos,
225 — 5% andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26
— E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

Se vocé desistir de continuar no estudo, isso sera aceito imediatamente, sem
nenhum problema com qualquer outro tratamento que estiver fazendo na Instituicao.

Todos os resultados obtidos no estudo serdo guardados com 0s responsaveis e
nada serd passado a ninguem sem sua autorizacdo. As informactes obtidas serdo
analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacao
de nenhum paciente. Além disso, vocé tem o direito de ser mantido atualizado sobre
os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados
gue sejam do conhecimento dos pesquisadores.

Despesas e compensacdes: ndo hd despesas pessoais para o0 participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo héa
compensacdo financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

Se voceé tiver qualquer problema durante sua participacdo na pesguisa, mesmo
gue nao esteja relacionado ao exame, voceé serd atendido imediatamente por médicos
do nosso departamento.
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacées que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Cinética plasmatica de uma
nanoemulsdo lipidica artificial, semelhante a LDL em pacientes com artrite
reumatoide”.

Eu discuti com a Dra Fernanda Pozzi sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participagdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo
e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa
ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante
Data / /
legal

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo  Data / /
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