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RESUMO




Sprandel MCO. Efeito do metabolismo e funcdo das lipoproteinas de alta
densidade (HDL) em pacientes diabéticos tipo 2 com e sem Doenca Coronaria
Obstrutiva [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2013.

Introducdo: O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) esta associado ao aumento da
mortalidade por doenca arterial coronaria (DAC). O DM2 afeta o metabolismo
de lipides, levando a dislipidemia, caracterizada por hipertrigliceridemia e baixa
concentracdo plasmatica de HDL-colesterol. Transferéncias de lipides entre
HDL e outras lipoproteinas sdo passos cruciais no metabolismo e funcédo da
HDL. Objetivo: Investigar se o desenvolvimento de DAC em pacientes com
DM2 esta associado com alteragbes na transferéncia de lipides para HDL.
Métodos: Foram estudados 79 pacientes com DM2 portadores de DAC
obstrutiva (DM2-DAC) e 76 pacientes com DM2 e artérias coronarias
angiograficamente normais (DM2). Foram avaliados o perfil lipidico,
apolipoproteinas, composicao lipidica da HDL, dosagem de CETP e LCAT. No
ensaio de transferéncia, as amostras de plasma foram incubadas por 1h a 37°
com uma nanoemulsdo artificial marcada com °H-éster de colesterol e **C-
fosfolipides ou *H -triglicérides e **C-colesterol n&o esterificado. A quantificacédo
da transferéncia de lipides da nanoemulsdo doadora para a HDL foi feita apos
a precipitacao da fracdo ndo HDL. O tamanho da HDL foi medido por laser light
scattering. Resultados: Os pacientes DM2-DAC apresentaram maior
concentracéo de colesterol total (DM2-DAC=218+48; DM2=193%36; p< 0,001),
LDL-C (147+44 vs 124+33; p<0,001) e apoB (103,1+20,4 vs 96,0£19,5; p=0,03)
que o grupo sem DAC. Os grupos ndo mostraram diferenca com relacdo a
concentracdo plasmética de triglicérides (DM2-DAC=171+73; DM2=154+70;
p=0,1) e HDL-C (41%9 vs 3848; p=0,07). A transferéncia de éster de colesterol
(4,0+0,6 vs 4,31£0,7; p=0,005) e de colesterol ndo esterificado (7,6x1,2 vs
8,2+1,5; p=0,006) foi menor no grupo com DAC, porém esse grupo teve maior
concentracdo de colesterol ndo esterificado no plasma (36,3£8,0 vs
33,616,5 ;p=0,02). A concentracdo de CETP foi menor no grupo DM2DAC
(2,1+1,0 vs 2,5 £1,1; p=0,02 ). O diametro das particulas de HDL néo diferiu
entre os grupos (8,9+1,2 vs 9,0+0,6; p=0,4), nem a composic¢ao lipidica da HDL
(éster de colesterol: 52,2 + 10,8 vs 50,6 + 10,7; p=0,38; colesterol ndo
esterificado: 9,0 £ 2,8 vs 8,4 + 2,7; p=0,19; triglicérides: 13,4 £+3,9vs 12,4 +
3,9; p=0,11e fosfolipides:77,2 + 16,7 vs 78,8 £ 20,5; p=0,60). A atividade da
enzima LCAT nao diferiu entre os grupos (1,34+0,12 vs 1,33+0,10; p=0,9). As
transferéncias de todos os lipides apresentaram correlacdo entre si. Na analise
multivariada, a presenca de DAC influenciou a transferéncia de éster de
colesterol, quando ajustado para HDL-C, apoAl, CETP massa e LDL-C (r*=0,5,
p=0,03) e a transferéncia de colesterol ndo esterificado, quando ajustado para
apoAl, apoB, LCAT, glicemia, idade e sexo (r*=0,7, p=0,003). Conclus&do: Na
amostra estudada, pacientes diabéticos portadores de DAC apresentam menor
transferéncia de colesterol para HDL comparados com os pacientes diabéticos
sem DAC obstrutiva.

Descritores: Diabetes mellitus, Doenca arterial coronaria, metabolismo de
lipides,HDL



ABSTRACT




Sprandel MCO. Effect of metabolism and function of high density lipoprotein
(HDL) in type 2 diabetic patients with and without obstructive coronary artery
disease [thesis]. Sdo Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo"; 2013.

Aim: Type 2 diabetes mellitus (DM2) is associated with morbidity and mortality
secondary to coronary artery disease (CAD). DM2 affects lipid metabolism, and
diabetic dyslipidemia is characterized by increased levels of tryglicerides and
reduced levels of HDL-cholesterol. Lipid transfer between HDL and the other
lipoproteins is a crucial step in HDL function and metabolism. Objective : The
purpose of this study was investigate whether the susceptibility of patients with
type 2 diabetes mellitus to develop CAD is related with alterations in lipid
transfers to HDL. Methods : 79 patients with DM2 and obstructive CAD (DM2-
CAD) and 76 with DM2 (DM2 group) and angiographic normal coronary arteries
were studied. Lipid profile, apolipoproteins, HDL lipid composition, CETP and
LCAT activity were evaluated. In the lipid transfer assay, fasting plasma
samples were incubated for 1h at 37°C with a donor artificial hanoemulsion
labeled with ®H -cholesteryl-esters and **C-phospholipids or *H-triglycerides and
14C-unesterified cholesterol. Radioactive lipids transferred from the donor
nanoemulsion to HDL were quantified in the supernatant after chemical
precipitation of non-HDL fractions and nanoemulsion. HDL size was measured
by laser light scattering. Results: In DM2-CAD, total cholesterol (DM2-
DAC=218+48; DM2=193+36; p< 0,001), LDL-C (147+44 vs 124+33; p<0,001)
and apoB (103,1+20,4 vs 96,0+19,5; p=0,03) were higher than in DM2 group.
The groups showed no differences with respect to plasma triglycerides levels
(DM2-DAC=171+73; DM2=154+70; p=0,1) nor HDL-C (4149 vs 38+8; p=0,07).
DM2-CAD showed diminished transfer to HDL of esterified cholesterol (4,0£0,6
vs 4,3+0,7; p=0,005) and unesterified cholesterol (7,6+1,2 vs 8,2+1,5; p=0,006).
However, the DM2-CAD group showed higher levels of plasmatic unesterified
cholesterol (36,3+8,0 vs 33,6+6,5 ;p=0,02). CETP mass was lower in the DM2-
CAD group (2,1+1,0 vs 2,5 £1,1; p=0,02 ). HDL particle diameter was not
different between groups (8,9+1,2 vs 9,0£0,6; p=0,4) neither its lipid
composition (esterified cholesterol: 52,2 + 10,8 vs 50,6 + 10,7; p=0,38;
unesterified cholesterol: 9,0 + 2,8 vs 8,4 *2,7; p=0,19; triglycerides: 13,4 + 3,9
vs 12,4 + 3,9; p=0,11; phospholipids: 77,2 £ 16,7 vs 78,8 £ 20,5; p=0,60). LCAT
activity was not different in the two groups (1,34+0,12 vs 1,3310,10; p=0,9). In
multivariate analysis, DAC influenced cholesteryl ester transfer, when adjusted
to HDL-C, apoAl, CETP mass and LDL-C (r*=0,5, p=0,03), and unesterified
cholesterol transfer, when adjusted to apoAl, apoB, LCAT, glycemia, age and
sex (r*=0,7, p=0,003). Conclusion : In these sample, DM2-CAD patients show
diminished cholesterol transfer to HDL particles when compared to diabetic
patients without obstructive CAD.

Descriptors: Diabetes mellitus, Coronary artery disease, lipid metabolism,HDL.



1. INTRODUCAO




Diabetes mellitus tipo 2

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é a forma mais comum de diabetes e
esta associada com aumento da morbidade e também da mortalidade. Os
pacientes portadores de DM2 estdo de 2 a 4 vezes mais susceptiveis a
desenvolverem complicacdes micro e macrovasculares sistémicas, além de
neuropatia, nefropatia, anormalidades oftalmicas e doenca cardiovascular do
gue individuos nao-diabéticos (1, 2).

O DM2 é uma das doencas mais importantes a nivel global. Estima-se
gue o numero de pessoas com diabetes tenha dobrado nas ultimas décadas,
passando a mais de 366 milhdes de pessoas, sendo que a expectativa € que
esse numero chegue a 552 milhdes em 2030 (3).

Trata-se de uma doenca progressiva, caracterizada por declinio da
funcdo das células B do péancreas, deficiéncia na secrecdo de insulina e
resisténcia periférica a insulina, porém suas contribuicbes para o
desenvolvimento da hiperglicemia pode variar devido a heterogeneidade da
doenca (4).

O DM2 é associado com morbidade e aumento da mortalidade por
doenca cardiovascular e é considerado um fator de risco para esta doenca (5).
A aterosclerose, em pacientes com DM2, € caracterizada por doenca arterial
coronaria (DAC), doenca arterial periférica e doencas vasculares cerebrais (2).

O padréao de acometimento aterosclerético é semelhante em diabéticos e
nao diabéticos, porém os diabéticos tém doenca de progressao mais rapida e
acometimento mais difuso, maior incidéncia de oclusdo multiarterial na

coronariogiografia e maior namero de segmentos de vasos doentes em relacéo



a nao diabéticos (2, 6). No diabético o infarto agudo do miocardio
frequentemente € mais extenso, apresentando menores taxas de sobrevivéncia
em medio prazo quando comparado com a populacéo de nao diabéticos (5).

O processo de aterogénese no DM2 néo difere substancialmente do que
ocorre em individuos nao diabéticos, envolvendo disfuncdo endotelial,
processos de natureza inflamatorio-proliferativa, depdsito lipidico, alteracfes de
coagulacéo e stress oxidativo, entre outros disturbios (2, 7).

A fisiopatologia da aterosclerose supostamente acelerada no diabetes
nao esta bem esclarecida. Parte do risco cardiovascular associado ao DM2 se
deve aos fatores de risco agrupados, como hipertensédo arterial sistémica
(HAS), obesidade e dislipidemia. Todavia, estima-se que 75-90% do risco se
deva diretamente ao diabetes e que ele potencialize o risco associado aos
demais fatores (8). Pacientes com DM2 também tem maior incidéncia e
progressédo de calcio na artéria coronaria, predizendo eventos cardiovasculares
9).

Por outro lado, a existéncia de pacientes portadores de DM2 com artérias
coronarias angiograficamente normais constituem um desafio na compreensao

da fisiopatologia da doenca, na presenca dos mesmos fatores de risco.

Lipoproteina de alta densidade (HDL)

A lipoproteina de alta densidade é composta por particulas
heterogéneas com tamanho variando entre 7 a 14nm (10). A HDL nascente &
produzida no figado e intestino como particulas discoides compostas de

fosfolipides (FL) e colesterol nédo esterificado (CNE). Essas particulas captam o



excesso de colesterol ndo esterificado das células dos tecidos periféricos e da
superficie das lipoproteinas ricas em triglicérides, sendo convertidas em
particulas maiores, as HDL3. A aquisicao de lipides e esterificacdo do colesterol
pela acédo da lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) transforma as particulas
em forma esférica, as HDL,. O éster de colesterol (EC) € mais hidrofoébico que
0 colesterol néo esterificado e, portanto se move para 0 nucleo da particula.
Esse processo previne que o colesterol volte por difusdo passiva da HDL para
as células periféricas (1). A apolipoproteina (apo) Al atua como co-fator da
LCAT, como a maior parte da apo A1l presente no plasma esta na fracdo HDL
e a LCAT também é associada a HDL, a esterificacdo do colesterol ocorre

principalmente nessas lipoproteinas (11, 12).

Ester de colesterol

Apolipoproteinas
Triglicérides

Colesterol livre

Fosfolipide

Figura 1. Estrutura da lipoproteina de alta densidade (HDL)



A HDL continua a ser remodelada pela proteina de transferéncia de
éster de colesterol (CETP), proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP) e
lipase hepatica. A CETP promove a troca de éster de colesterol por triglicérides
(TG) entre as lipoproteinas (13). Na HDL, a acdo da CETP retira éster de
colesterol da particula e a enriquece com TG, que sao hidrolisados pela lipase
hepatica. A HDL também desempenha a importante funcdo de doar
apolipoproteinas para as lipoproteinas ricas em triglicérides, necessarias ao
metabolismo das mesmas. A PLTP transfere fosfolipides da lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL) e de densidade intermediaria (IDL) para a HDL
(14) e catalisa a fusdo de pequenas HDL (HDL3) durante o processo de
formacédo da HDL maior (1).

Um importante mecanismo anti-aterogénico da HDL esta relacionado ao
transporte reverso de colesterol. Nesse processo, a HDL remove colesterol dos
tecidos periféricos, entre eles os macréfagos da intima arterial, e o transporta
para o figado, onde ele pode ser excretado na bile e nas fezes (15) (16). Foi
demonstrado que o efluxo celular de colesterol para HDL esta negativamente
associado com a espessura média da intima da carétida independentemente da
concentracdo de HDL e de apo Al (17). Além disso, tem surgido varias
evidéncias de que o efluxo celular de colesterol eficiente é dependente tanto dos
altos niveis de HDL-colesterol (HDL-C) quanto da qualidade biol6gica das
diferentes particulas HDL.

A HDL também pode proteger contra a oxidagcdo de LDL e de
fosfolipides (18), devido a associacdo de paraoxonase 1, estimular a funcao
endotelial através da sintese de oxido nitrico e tem atividades anti-inflamatéria,

antitrombdética e vasodilatadora, que contribuem para a agédo anti-aterogénica



da lipoproteina (19, 20). Além disso, a HDL e sua principal proteina, apo Al,
agem na homeostase da glicose estimulando a secrecdo de insulina e
aumentando a captacao de glicose pelo musculo esquelético (21-23).

A HDL é, portanto, constantemente remodelada e a transferéncia de
lipides € essencial para o papel dessa lipoproteina na esterificacdo do
colesterol e no transporte reverso. Ambos 0s processos sao interligados e séo
a chave para a homeostase do colesterol no organismo. A esterificacdo
estabiliza o “pool” plasmatico do colesterol, enquanto o transporte reverso
permite o transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o figado e sua
eliminacao pela bile (24).

Como o processo de transferéncia de lipides € determinante para a
composicado e metabolismo da HDL, também € possivel que as outras funcdes
antiateroscleréticas da lipoproteina sejam afetadas nesse processo. Um
exemplo classico da influéncia deste processo é o “efeito gangorra” que
acontece nas hipertrigliceridemias, que determinam a diminuicdo do HDL-C:
quando aumenta a concentracdo das VLDL, ricas em triglicérides, aumenta a
transferéncia de colesterol da HDL para a VLDL e a transferéncia de
triglicérides da VLDL para a HDL. A HDL fica entdo enriquecida em triglicérides
e perde parte do seu conteldo de colesterol. Isto desestabiliza a particula da
HDL, pela acdo da lipase hepatica sobre os TG, levando a diminuicdo das HDL
no plasma (25).

A concentracdo de colesterol de HDL no plasma e da apo Al estao
negativamente relacionados com a incidéncia de DAC. Ao lado da terapéutica de

reducdo do LDL-colesterol (LDL-C), o aumento do HDL-C tornou-se também um



importante alvo terapéutico para a prevencao primaria e secundaria dos eventos
cardiovasculares.

Entretanto, estudos tém mostrado que apenas a alta concentracdo de
HDL-C ndo € suficiente para reduzir os eventos cardiovasculares e o
metabolismo dessas particulas, que sdo variadas e modificadas dinamicamente,

ainda precisa ser melhor compreendido (16).

Dislipidemia no diabetes mellitus tipo 2

A dislipidemia é o principal distarbio metabolico encontrado no DM2. As
principais alteracdes encontradas s&o hipertrigliceridemia, devido a um
aumento de producéo hepatica de VLDL e a uma diminuicdo da atividade da
lipoproteina lipase (LPL), e HDL-C diminuido (26) . Nesses individuos os niveis
de colesterol LDL geralmente ndo estao significativamente anormais, mas essa
anormalidade frequentemente leve associada ao diabetes implica uma
anormalidade qualitativa na estrutura do LDL, ou seja, tamanho diminuido e
densidade aumentada da particula de LDL (27).

Os acidos graxos livres (AGL) derivados do tecido adiposo sdo a
principal fonte de TG para o figado e para a producédo de VLDL. O influxo
aumentado de VLDL ricas em TG no DM2 tem importantes consequéncias para
0 metabolismo intravascular das lipoproteinas. Essas particulas sdo um bom
substrato para a CETP, que promove a troca de éster de colesterol por TG
entre a HDL e as outras lipoproteinas. Portanto, essas lipoproteinas se tornam
relativamente ricas em TG e pobres em EC. Como consequéncia, elas sdo

hidrolizadas pela LPL e lipase hepatica com a producdo de LDL pequenas e



densas (por causa da deplecéo de TG e EC na particula) e menores HDL (28).
O aumento de TG € maior quando o DM2 estd descompensado por aumento
dos AGL que chegam ao figado, e pela diminuicdo do clearance de VLDL via
LPL que é estimulada pela insulina (29, 30).

Os niveis plasmaticos aumentados de TG, baixos niveis de HDL e
particulas de LDL pequenas e densas geralmente ocorrem em conjunto, em um
padrao de lipoproteinas referido como dislipidemia aterogénica (31). No estudo
United Kingdom Prospective Diabetes Study Group foi evidenciado que um
aumento na concentracdo de LDL-C e a diminuicdo de HDL-C eram principais
fatores de risco e preditores do infarto do miocardio, sinalizando a importancia
do controle lipidico no diabético (32).

As concentracbes diminuidas de HDL se refletem principalmente em
decréscimos nas particulas maiores. Foi observado que as HDL pequenas
geradas nos pacientes com DM2 tem metabolismo anormal (29). Nos
individuos com DM2 além de uma velocidade aumentada de catabolismo de
HDL, ha diversas indicacdes de que a composi¢cdo da HDL pode estar alterada
(26, 33). Nos diabéticos foi observada uma propor¢cdo aumentada de TG na
HDL e essas alteracfes da composicao parecem estar relacionadas a atividade
da LPL do tecido adiposo. O alto nivel de triglicérides na HDL dirige o
transporte de lipides entre lipoproteinas ricas em TG e particulas de HDL (34).

Além disso, a glicacdo ndo enzimatica da HDL parece interferir com a
ligacdo ao receptor de HDL (35). As anormalidades na composi¢cdo da HDL
foram notadas mesmo em individuos com controle glicémico 6timo (36). Além

disso, a HDL dos DM2 tem menor atividade antioxidante e vasodilatadora (26).



Portanto, as particulas de HDL dos DM2 mostram importantes alteractes
nao s quantitativas mas também qualitativas. Todas essas alteracbes na
composicdo da HDL podem reduzir o seu papel no transporte reverso do

colesterol e, portanto, na sua funcéo antiaterosclerotica.

Transferéncia de lipides e DAC

Recentemente, desenvolvemos uma nova metodologia de grande
praticidade para avaliar simultaneamente as transferéncias para a HDL dos
quatro principais lipides da circulacdo, o éster de colesterol, fosfolipides,
triglicérides e o colesterol ndo esterificado (37). Neste ensaio, uma
nanoemulsdo artificial similar a LDL (Figura 2) € usada como doadora de
lipides radioativos para a HDL num ensaio in vitro. ApOs incubacgdo da
nanoemulsao radioativa com o plasma, a HDL é separada no sobrenadante por
precipitacdo quimica das outras lipoproteinas e da nanoemulsdo artificial. A
transferéncia dos quatro lipides da nanoemulsao para a fracdo HDL € medida

quantificando-se a radioatividade no sobrenadante apds a incubacéo.
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LDL ApoB 100

Figura 2. Estrutura da LDL e da nanoemulséo lipidica artificial

A transferéncia de lipides entre classes de lipoproteinas € bidirecional e
depende da estrutura e concentracdo da lipoproteina doadora e receptora,
assim como da acao de proteinas de transferéncias, a CETP e a PLTP (20, 38,
39). Os trabalhos onde se investigou a relacéo entre transferéncias de lipides e
proteinas de transferéncia e a incidéncia de doenca arterial coronaria (DAC)
sdo contraditérios.

A expressdo de PLTP esta aumentada em diferentes patologias
associadas com o aumento do risco de DCV, como obesidade, resisténcia a
insulina e diabetes mellitus tipo 1 e 2 (40, 41). Ela aumenta a producédo
hepatica de VLDL e esta associada a proteinas pro inflamatérias do plasma
(42). Foi relatado que a atividade e concentracdo de PLTP estdo aumentadas
em pacientes com doenca cardiovascular (43-45) e esta correlacionada

positivamente com  baixos niveis de HDL (46). Contraditoriamente, foi
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reportado que a baixa atividade de PLTP € um fator de risco para aterosclerose
periférica (47).

Ja com relacdo a CETP, ndo estad claro se a sua concentracdo e
atividade esta diminuida ou aumentada no DM2 (48-52). Estudos mostram que
a deficiéncia da CETP reduz o transporte de triglicérides e éster de colesterol
entre HDL e particulas ricas em triglicérides elevando os niveis de HDL,
indicando que o aumento da atividade da CETP pode ser pro aterogénico (24).
Estudos observacionais do Franmingham e LURIC mostraram que baixas
concentracbes plasmaticas de CETP estavam associadas com maior
morbidade e mortalidade cardiovascular (53, 54). No Framingham heart study,
a atividade de CETP foi inversamente correlacionada a incidéncia de DAC (54).
Contraditoriamente, outro estudo mostra que o papel da concentracdo de
CETP no plasma parece nao estar relacionado a incidentes cardiovasculares
(55).

A abordagem terapéutica em que o0s niveis HDL sdo aumentados
através do bloqueio da CETP, utilizando o farmaco Torcetrapib, ndo se mostrou
benéfica na prevencdo da DAC. Pelo contréario, até aumentou a frequéncia de
eventos, o que levou a suspensao dos ensaios clinicos com este farmaco (56).
O aumento de HDL-C néo levou a um desfecho favoravel, ndo houve efeito no
volume do ateroma dos segmentos doentes na maioria dos pacientes tratados
com Torcetrapib.

No entanto, novos bloqueadores de CETP estdo sendo desenvolvidos,
com os quais os efeitos colaterais do Torcetrapib, como a ativacdo do sistema
renina-angiotensina podem ser evitados (57). A escolha da HDL como alvo

terapéutico mostra a importancia da fungéo antiaterogénica desta lipoproteina.
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Embora haja muitos estudos enfocando o transporte de lipides da membrana
celular para a HDL, o transporte entre as diferentes classes de lipoproteinas é
pouco explorado.

A complexa relacao entre transferéncia de lipides e aterogénese ainda é
desconhecida. A transferéncia de lipides tem um papel critico no metabolismo
da HDL do plasma remodelando constantemente as lipoproteinas e, portanto,
interferindo nos seus varios aspectos funcionais.

Como ocorrem perturbacdes marcantes do status da HDL no DM2, como
a queda na sua concentracdo e alteracdes na transferéncia de lipides que
afetam a lipoproteina, € fundamental o entendimento das alteracbes do
metabolismo da HDL no DM2, um terreno muito complexo e ainda bastante
inexplorado.

Por isso torna-se importante saber quais as alteracbes do status
metabdlico da HDL em pacientes com DM2 com DAC que podem ter
contribuido para o desenvolvimento de DAC, ou ainda que fatores no status
metabdlico da HDL podem ter protegido os pacientes com DM2 sem DAC

contra o desenvolvimento de DAC.
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2. OBJETIVOS
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Objetivamos avaliar a transferéncia de lipides para a HDL em pacientes
diabéticos com e sem doenca coronaria obstrutiva e as possiveis alteracdes

nas enzimas envolvidas nessa etapa do metabolismo.
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3. METODOS
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Foram selecionados do banco de dados do projeto MASS pacientes
portadores de diabetes mellitus tipo 2 com doenca arterial coronaria estavel
com leséo obstrutiva >80% nas trés artérias coronarias principais. Além disso,
foram também incluidos pacientes com artérias coronarias angiograficamente
normais. Os dados para avaliagdo das artérias coronarias foram obtidos por
estudo cineangiocoronariografico e, o critério diagnodstico de diabetes mellitus
tipo 2, foi aquele proposto pela American Diabetes Association.

Critérios para inclusdo: Todos os pacientes livres de sintomas e com
controles laboratoriais normais.

Critérios para ndo inclusdo: miocardiopatia hipertrofica ou dilatada,
infarto do miocardio recente diabetes mellitus tipo 1, uso de medicamentos
hipolipemiantes, tabagistas, doencas crénico-degenerativas,hipertensao arterial
grave, insuficiéncia renal (concentracdes plasmaticas de creatinina, acima dos
valores de referéncia), insuficiéncia hepatica (atividade das enzimas
aspartatoaminotransferase (AST), alanina amino transferase (ALT), gama
glutamiltransferase (yGT) e fosfatase alcalina acima dos valores de referéncia,
triglicérides acima do valor de 400 mg/dl, hipotireoidismo hemorragias recentes,
trombocitopenia, pungao espinal recente ou cirurgia recente

Os pacientes foram avaliados quanto as caracteristicas clinicas e
laboratoriais e foram orientados detalhadamente sobre os objetivos do estudo,
assim como todos os procedimentos envolvidos no protocolo de pesquisa.
Além disso, foram orientados para obedecerem a dieta pobre em gorduras
saturadas e também em hidrato de carbono.

Apés todos os esclarecimentos, 0s pacientes assinaram um termo de

consentimento livre e esclarecido do estudo atual além de um termo prévio,
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aprovado pela Comissdo Cientifica do Instituto do Coracdo do Hospital das
Clinicas sob 0 n°946/94/56 e pela Comiss&o de Etica para Anélise de Projetos
de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo — CAPPesq sob 0 n°264/94.

Esse estudo foi parcialmente financiado pela FAPESP sob o

n°2010/51826-8.

Determinacfes Bioquimicas Séricas

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

A determinacdo dos niveis plasmaticos de colesterol total, TG e glicose
foi realizada através de método colorimétrico enzimatico (Merck S.A. Industrias
Quimicas, Rio de Janeiro, Brasil).O colesterol de HDL foi determinado pelo
mesmo método utilizado para o colesterol total, apos precipitacdo quimica das
lipoproteinas que contém apo B, utilizando-se reagente precipitante constituido
por cloreto de magnésio e &acido fosfotungstico. Segundo o meétodo de
Friedewald, o valor do colesterol de LDL foi calculado pela diferenca entre o
colesterol total e a somatoria do colesterol de HDL e colesterol de VLDL. O
colesterol de VLDL foi calculado através da divisdo dos niveis plasmaticos de

triglicérides por 5.

LDL-C= [colesterol total - (HDL-C+ VLDL-C)]

Colesterol de VLDL= triglicérides/5
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As concentracdes plasmaticas de apo Al e apo B foram determinadas
através do método turbidimétrico (Roche, USA). A dosagem do colesterol ndo
esterificado foi feita pelo método enzimatico colorimétrico (Wako- Wako Pure

Chemical Industrie).

Preparo da nanoemulsao lipidica artificial

A nanoemulséo lipidica artificial foi preparada segundo a técnica descrita
por GINSBURG et al. (58) modificada por MARANHAO et al. (59). Em um
frasco séo pipetados 40 mg de fosfatidilcolina, 20 mg de oleato de colesterol,
1mg de trioleina e 0,5 mg de colesterol, diluidos em cloroformio: metanol (2:1).
Posteriormente, foram adicionados & mistura de lipides os is6topos *H- éster de
colesterol e *C-fosfatidilcolina ou 3H-triglicerideos e **C-colesterol nao
esterificado. Os solventes residuais foram entdo evaporados da mistura sob
fluxo de nitrogénio e dessecacao a vacuo, por 16h, a 4°C. Apoés a adicao de 10
mL de tampao tris-HCI 0,01M, pH 8, a mistura de lipides foi emulsificada por
irradiacdo ultra-sbnica, utilizando-se equipamento Branson, modelo 450A
(Arruda Ultra-Som, S&o Paulo, Brasil) poténcia 125 watts, durante 3 horas, sob
atmosfera de nitrogénio, com temperatura variando entre 51 a 55°C. Para
obtencdo da nanoemulsdo lipidica artificial na faixa de didmetro e tamanho
desejados, a solucdo lipidica foi purificada em duas etapas de
ultracentrifugacéo (ultracentrifuga, rotor Beckman SW —41). Na primeira etapa,
o material da parte superior do tubo, resultante da centrifugacdo a 200.000 x g

por 30 minutos, a 4°C, foi removido por aspiracdo (1 mL) e desprezado. Ao
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restante do material foi adicionado brometo de potassio (KBr) ajustando a
densidade para 1,21g/mL. Apos a segunda centrifugacdo (200.000 x g por 2
horas a 4°C), a nanoemulséao lipidica artificial foi recuperada no topo do tubo
por aspiracdo. O excesso de KBr foi removido por dialise, contra 2 trocas de
1000 volumes tampéao tris HCIO,01 M, pH 8. Finalmente, a emulsao foi
esterilizada por filtracdo em membrana Milipore de 0,22 um de porosidade sob

fluxo laminar e armazenada a 4°C por até 15 dias.

Ensaio de transferéncia de colesterol ndo esterific ado, éster de colesterol,
triglicérides e fosfolipides de uma nanoemulséo lip idica artificial para

HDL

O ensaio de transferéncia de lipides foi realizado segundo descrito por
Lo Prete et al. (37). Uma aliquota de 200 pL de plasma dos participantes foi
incubada com 50 pL da nanoemulsdo 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. Apos esse procedimento, foram adicionados 250
uL de reagente precipitante (0,2% Dextran/0,3 mol/L MgCl,) seguido de
agitacao por 30 segundos e centrifugacdo por 10 minutos, a 3000 rotacdes por
minuto. O infranadante, contendo a nanoemulsdo LDE e as lipoproteinas
plasmaticas que contém apo B, VLDL e LDL foi 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
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radioativos, considerando como 100%, a radioatividade total utilizada na
incubacédo. Foi efetuada a correcédo 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.

Composicdo de colesterol nédo esterificado, éster de colesterol,

triglicérides e fosfolipides da HDL

A HDL foi separada por precipitacdo das lipoproteinas contendo apo B
(sulfato de dextran 0,2%/ MgCl, 3M, v/v). A mistura foi agitada por 30 segundos
e posteriormente centrifugada por 10 minutos a 3.000 rpm.

No sobrenadante foi determinada a concentragdo de colesterol ndo
esterificado e fosfolipides pelo método enzimético da Wako Chemicals. O TG
foi determinado pelo método enziméatico Triglicérides GPO-ANA pelo sistema
de medida colorimétrica (Life Science UV/Vis Spectrophotometer, DU"530,
Beckman). A concentracao de éster de colesterol foi obtida pela diferenca entre
a concentracdo de HDL-C e de colesterol ndo esterificado da fracdo HDL

multiplicado por 1,67.

Determinacédo do diametro da particula HDL

O tamanho das lipoproteinas foi medido por espalhamento de luz (light
scattering, utilizando o equipamento Laser Light Scattering (ZetaPALMS,
Brookhaven Instr. Corp.). A LDL foi isolada por ultracentrifugacédo em gradiente

de densidade e a HDL foi separada por precipitacdo quimica das particulas
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lipoprotéicas que contém apo B, através da adicdo de 500 pL polietilenoglicol
8000 (PEG) (200g/L). O sobrenadante contendo HDL foi diluido em solucéao de
NaCl (0,15M) e, em seguida, passado em filtro Millipore 0,22 um de diametro. A
medida do diametro da HDL foi medido por espalhamento de luz, coletado em
um angulo de 90° e 658 nm e expresso pelos resultados médios obtidos em 5

corridas de 1 minuto e 30 segundos cada (60).

Determinacéo da concentracdo de CETP

A massa de CETP foi determinada pelo método de imunoensaio da Alpco
Diagnostics (CETP ELISA). Nesse método, a CETP presente no plasma dos
pacientes reage com dois anticorpos monoclonais e a concentracdo da

proteina € proporcional & absorbancia da amostra.

Andlise estatistica

Os dados foram apresentados com média + desvio padrdo. Para a
comparacdo da média dos dois grupos foi utilizado o teste t de Student. Para
se testar a homogeneidade entre as propor¢des foi utilizado o teste exato de
Fisher.

Os estudos de correlacdo foram efetuados através dos testes de
correlacdo de Pearson. Em todas as andlises efetuadas, os parametros
analisados foram considerados significativamente diferentes quando p < 0,05.

A andlise de regressdo linear multipla foi usada para investigar a

influéncia de DAC e outros fatores independentes na transferéncia de lipides
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para a HDL. O modelo foi baseado no conjunto de variaveis que tiveram
significancia (p<0,1) na analise univariada, além de sexo, idade e IMC. Foi
entdo ajustado um modelo de regresséo linear do tipo "enter", para a escolha
dos parametros mais importantes na explicacdo das variaveis de transferéncia.
A relacdo entre as variaveis € expressa pelo coeficiente de multipla regressao
(B), que fornece a informacé&o sobre a relacao entre a transferéncia lipidica e as
variaveis independentes. O software utilizado para a realizacao dos testes foi 0

SPSS 20.0 para Windows.
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4. RESULTADOS
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Dos 155 pacientes com DM2 da amostra estudada, 79 eram portadores
de doenca coronaria obstrutiva. Desses, 42 eram do sexo masculino e 37 do
feminino formando assim o grupo 1 (DM2+DAC). Dos 76 pacientes restantes,
sem obstrucdo angiografica nas artérias coronarias, 33 eram do sexo
masculino e 42 do feminino, formando o grupo 2 (DM2).

Os grupos eram semelhantes com relacdo a idade, IMC, circunferéncia
abdominal e presenca de hipertensdo, como mostra a tabela 1. O grupo com
DAC apresentou maior tempo de diabetes que o grupo DM2, com mediana de

8,5 e 6,4 anos, respectivamente.

Tabela 1: Caracteristicas basais dos pacientes

Parametros Grupos
DM2 DM2+DAC p
G1 (n=76) G2 (n=79)

Homens 33 42 0,27
Mulheres 42 37 0,27
ldade 63+9 63+8 0,84
IMC (Kg/m?) 314 £+6,2  30,8+6,1 0,57
CA 107 + 16 104 +13 0,17
HAS -n (%) 70(92%) 70(89%) 0,58
Tempo de DM2 (anos) 76 10+£9 0,01

Dados expressos pela média + desvio padrdo. DM2: Diabetes tipo 2;
DAC; Doenca Arterial Coronaria; G1:Grupol; G2:Grupo 2. IMC: indice de
massa corporal, CA: Circunferéncia abdominal, HAS:hipertensdo arterial
sistémica.
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As caracteristicas laboratoriais dos pacientes tais como a concentracao
plasmatica de lipides e apolipoproteinas e controle glicémico estéo listadas na
tabela 2. O grupo DM2 com DAC apresentou maior concentracao de colesterol
total, LDL-C e apo B e a concentracdo de HDL-C foi semelhante nos dois
grupos. Além disso, o grupo DM2+DAC apresentou maior concentracdo de
colesterol ndo esterificado no plasma sem diferenca na relacdo colesterol
total/colesterol ndo esterificado entre os grupos. A concentracdo de acidos
graxos livres foi semelhante entre os grupos DM2 com e sem DAC. Os grupos

foram semelhantes também com relacdo a glicemia de jejum e HbA..
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Tabela 2: Caracteristicas dos exames laboratoriais dos pacientes

Caracteristicas laboratoriais Grupos
DM2 DM2+DAC p
G1 (n=76) G2 (n =79)

Glicemia (mg/dL) 132 £33 127 £ 44 0,40
Triglicérides (mg/dL) 154 £70 171 +£73 0,13
Colesterol (mg/dL)

Total 193 + 36 218 +48 <0,001

HDL 41 +9 38+8 0,07

LDL 124 + 33 147 +44 <0,001

nao esterificado 33,6 £6,5 36,3 £8,0 0,02
CT/Colesterol ndo esterificado 58+1,0 6,2+1,2 0,05
TG/HDL 40+24 46+2,2 0,14
HbA 1 (%) 72+16 71+1,8 0,85
Apolipoproteina (mg/dL)

Al 139,3+28,1 1325+243 0,11

B 96,0 £19,5 103,1 +20,4 0,03
Acidos graxos livres (mEq/L) 0,52 +0,25 0,46 + 0,20 0,10

Dados expressos pela média = desvio padrdao. DM2: Diabetes tipo 2,
DAC: Doenca Arterial Coronéria, G1:Grupol, G2:Grupo 2, HDL: lipoproteina de
alta densidade, LDL: lipoproteina de baixa densidade, HbA::;: Hemoglobina
glicada.

Na tabela 3 constam os medicamentos utilizados pelos pacientes.

Aproximadamente 30% dos pacientes de ambos os grupos faziam uso de

insulina. A metformina foi o hipolipemiante mais utilizado, seguido de
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sulfoniuréias. No grupo com DAC 30 pacientes (38%) faziam uso da
associacdo metformina e sulfoniuréia, enquanto no grupo sem DAC esse
namero foi de 15 pacientes (20%, p=0,01). O uso de AAS foi mais presente no
grupo DM2 com DAC do que sem DAC, enquanto vasodilatadores e diuréticos

foram mais usados no grupo sem DAC do que com DAC..

Tabela 3: Medicamentos utilizados pelos pacientes para tratamento do DM2

e das comorbidades

Medicamentos Grupos

DM2 DM2+DAC p
G1 (n=76) G2 (n =79)

Insulina 26% 33% 0,38
Metformina 67% 84% 0,02
Sulfoniuréias 29% 25% 0,71
Tiazolidinedionas 0% 3% 0,49
Beta bloqueador 63% 76% 0,11
Bloqueador de canal de célcio 41% 29% 0,13
Vasodilatador de acao central 17% 5% 0,02
Inibidor de ECA 58% 43% 0,07
Diurético 49% 11% <0,0001
AAS 62% 90% <0,0001
Bloqueador do receptor AT1 26% 27% 1,0

Dados expressos em porcentagem, teste exato de Fisher. DM2: Diabetes
tipo 2, DAC: Doenca Arterial Coronaria, G1: Grupol, G2:Grupo 2, ECA: Enzima
de conversdo da Angiotensina, AAS: Acido Acetil Salicilico, AT1: Angiotensina
1.
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A Tabela 4 mostra o tamanho das particulas de HDL e a composicao
lipidica destas particulas nos pacientes estudados.
N&o houve diferenca no diametro médio da particula de HDL dos dois

grupos estudados e a composicao de lipides foi semelhante entre os grupos.

Tabela 4: Diametro e composicéo lipidica da HDL

Parametros Grupos

DM2 DM2+DAC p
Gl (n=76) G2 (n=79)

Diametro da HDL (nm) 9,0+0,6 89+1,2 0,39

Composicéao de lipides da HDL (%)

Ester de colesterol 34,7+56 34,0+55 0,45
Colesterol nao esterificado 6,0+1,7 56 +1,6 0,16
Triglicérides 89+25 8,4+26 0,26
Fosfolipides 50,3+ 6,1 52,0 +6,0 0,12

Dados expressos pela média + desvio padrdo. . DM2: Diabetes tipo 2,
DAC: Doenca Arterial Coronaria, G1: Grupol, G2:Grupo 2, HDL: lipoproteina
de alta densidade.

Além disso, foi analisada a taxa de transferéncia do colesterol néo
esterificado, éster de colesterol, triglicérides e fosfolipides da nanoemulséo
artificial para a HDL plasmatica dos pacientes dos grupos 1 e 2, cujos
resultados estao exibidos na tabela 5.

O grupo DM2 com DAC teve menor transferéncia de colesterol n&o

esterificado e éster de colesterol para HDL do que o grupo sem DAC.
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Tabela 5: Transferéncia de lipides (%) da nanoemulsao para HDL de
pacientes DM2 com e sem DAC.

Taxa de transferéncia Grupos
DM2 DM2+DAC p
G1(n=76) G2 (n=79)
3H-éster de colesterol (%) ,3 0,7 40 + 0,6 0,005
14C- fosfolipides (%) 55 + 2,6 259 +21 0,35
3H- triglicérides (%) ,0 + 0,7 49 + 0,8 0,54
1C- colesterol ndo esterificado (%) 1,2 +1,5 76+12 0,006

Dados expressos pela média + desvio padrdo. DM2: Diabetes tipo 2, DAC:
Doenca Arterial Coronaria, G1: Grupol, G2:Grupo 2

Com relagdo a CETP, o grupo DM2 com DAC apresentou menor
concentracdo plasmatica dessa proteina do que o grupo DM2 sem DAC, como
mostrado na tabela 6. A atividade da enzima LCAT foi semelhante nos dois

grupos.
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Tabela 6: Medida da concentracédo de CETP e atividade de LCAT nos

grupos estudados.

Parametros Grupos

DM2 DM2+ DAC p
Gl (n=76) G2 (n=79)

CETP (mg/dL) 25 +1,1 2,1 +1,0 0,02

LCAT (470/390nm) 1,33+0,10 1,34+0,12 0,90

Dados expressos pela média + desvio padrdo. DM2: Diabetes tipo 2, DAC:
Doencga Arterial Coronéaria, G1: Grupol, G2:Grupo 2, CETP: proteina de
transferéncia de éster de colesterol. LCAT: Lecitina:colesterol acil transferase.

A tabela 7 mostra a massa de CETP dos grupos separados com relagao
ao uso ou nédo de insulina. Os dados de transferéncia lipidica destes grupos se

encontram no anexo.
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Tabela 7: Concentragéo de CETP nos pacientes DM2 com e sem DAC de

acordo com o uso de insulina

Parametro Grupos
DM2 p
Sem insulina Com insulina
(n=48) (n=17)
2,3+0,9 30 £1,3 0,02
CETP (mg/dL)
DM2+DAC p
Sem insulina Com Insulina
(n=52) (n=23)
2,1+1,0 2,0+0,9 0,71

Dados expressos pela média + desvio padrdo. DM2: Diabetes tipo 2, DAC:
Doenca Arterial Coronaria, G1: Grupol, G2:Grupo 2, CETP: proteina de
transferéncia de éster de colesterol.

A tabela 8 mostra as correlagcbes entre as transferéncias de lipides e os
parametros antropométricos e bioquimicos dos pacientes. A transferéncia de
todos os lipides se correlacionou positivamente com a concentracdo de HDL-C,
porém essa correlacdo foi mais forte na transferéncia de colesterol néo
esterificado (r= 0,63).

A concentracdo de apo Al também se correlacionou com as
transferéncias dos quatro lipides, enquanto a apo B se correlacionou somente
com a transferéncia de colesterol n&o esterificado. A transferéncia de
triglicérides e de fosfolipides se correlacionou com a concentra¢éo de LDL-C.

Com relacdo a composicdo de lipides da HDL, o colesterol né&o

esterificado e o éster de colesterol tiveram correlagdo positiva individualmente
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com todas as transferéncias. O conteudo de TG da HDL se correlacionou
somente com a transferéncia de éster de colesterol.

A massa de CETP se correlacionou positivamente com a transferéncia de
éster de colesterol, (r= 0,48), e apresentou correlacdo mais fraca com as
transferéncias de colesterol ndo esterificado e triglicérides.

A taxa de transferéncia de colesterol nédo esterificado se correlacionou
positivamente com as transferéncias dos outros lipides: éster de colesterol,

fosfolipides e triglicérides.

Tabela 8: Correlagbes entre as transferéncias de lipides e demais
parametros dos pacientes

Transferéncias

Ester de - Colesterol L
Parametros colesterol Fosfolipides néo- Triglicérides
esterificado
Idade -0,129 0,057 0,009 -0,042
CA 0,022 -0,107 -0,075 -0,050
IMC 0,075 -0,038 -0,127 0,012
Colesterol total 0,252** 0,246" 0,001 0,194
HDL-C 0,333" 0,269” 0,633" 0,383"
LDL-C 0,218 0,220 -0,005 0,182
Triglicérides 0,103 -0,144 -0,229” 0,030
n&o HDL-C 0,212" 0,188 -0,078 0,180"
Triglicéride/HDL 0,046 -0,059 -0,322" -0,044
Glicemia 0,081 -0,098 -0,154 -0,108

continua
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Tabela 9: Correlagfes entre as transferéncias de lipides e demais

parametros dos pacientes (concluséo)

Transferéncias

Ester de - Colesterol o
Parametros colesterol Fosfolipides néo- Triglicérides
esterificado

CNE 0,119 0,007 -0,255~ 0,040
CT/CNE 0,128 0,253" 0,226" 0,154
Apo Al 0,584" 0,316 0,697" 0,334
Apo B 0,091 0,109 -0,219” 0,096
HbAlc 0,027 -0,054 -0,022 0,044
Tempo de DM2 -0,105 -0,126 -0,125 -0,056
Diametro da HDL 0,122 -0,099 0,055 -0,006
LCAT -0,235" -0,317" -0,460~ -0,283"
CETP massa 0,522 0,117 0,185 0,183
AGL 0,044 -0,158 0,490 -0,054
Transferéncia de EC 1 0,048 0,364~ 0,224~
Transferéncia de FL 0,048 1 0,568" 0,576~
Transferéncia de CNE 0,364" 0,568" 1 0,561"
Transferéncia de TG 0,224" 0,576 0,561" 1
Composicéo da HDL:

CNE 0,121 0,057 0,321 0,204*

TG 0,185* -0,151 -0,134 -0,193*

FL -0,035 -0,036 -0,161 -0,129

EC -0,084 0,091 0,141 0,170

Valores expressos em r: coeficiente de correlacdo de Pearson. * p<0,05;
**p<0,01. CA: Circunferéncia abdominal, IMC: indice de massa corporea, HDL-
C: colesterol da lipoproteina de alta densidade, LDL-C: colesterol da
lipoproteina de baixa densidade, Apo: apolipoproteina, HbA;.: Hemoglobina
glicosilada, DM2: diabetes mellitus tipo 2, LCAT: Lecitina colesterol acil
transferase, CETP: proteina de transferéncia de éster de colesterol; AGL:
acidos graxos livres; EC:éster de colesterol, FL: fosfolipides, CNE: colesterol
nao esterificado, TG: triglicérides.
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A tabela 9 mostra as correlacbes expressas pelo coeficiente de
correlacdo de Pearson entre a atividade de LCAT, o diametro da HDL e a
concentracdo de CETP com os demais parametros dos pacientes. A atividade
de LCAT se correlacionou negativamente com o HDL-C, apo Al e acidos
graxos livres. O diametro da HDL se correlacionou negativamente com a
concentracdo de colesterol total e colesterol da fracdo ndo-HDL. A massa de
CETP se correlacionou positivamente com a apo Al e com a concentragcao de

triglicérides e colesterol nédo esterificado da HDL.

Tabela 10: Correlagcbes entre a atividade de LCAT, diametro da

HDL,concentracao de CETP e demais parametros dos pacientes

Atividade Diametro Massa de

Parametros de LCAT  daHDL CETP
Idade 0,022 -0,038 -0,097
CA 0,102 0,086 -0,043
IMC 0,088 0,055 0,002
Colesterol total -0,141 -0,237" 0,110
HDL-C -0,313" -0,056 0,168
LDL-C -0,170 -0,162 0,059
Triglicérides 0,034 0,027 -0,012
ndo HDL-C -0,120 -0,229” 0,050
TG/HDL 0,083 0,003 -0,020
Glicemia 0,100 0,054 0,018

continua



Tabela 11: Correlagdes entre a atividade de LCAT, diametro da

HDL,concentracdo de CETP e demais parametros dos pacientes (concluséo)

Parametros Atividade Diametro Massa de
de LCAT da HDL CETP
CNE -0,044 -0,150 0,058
CT/CNE -0,059 -0,150 0,033
Apo Al -,383" 0,053 0,305"
Apo B -0,141 -0,183" 0,096
HbA1lc -0,037 -0,110 0,068
Tempo de DM2 0,146 0,029 0,024
Diametro da HDL 0,037 1 0,032
Massa de CETP -0,149 0,032 1
AGL 0,265~ -0,001 -0,056
LCAT 1 0,037 -0,149
Composicéo da HDL:
Colesterol ndo -0,111 0,151 0,181*
esterificado
Triglicérides 0,135 0,069 0,196*
Fosfolipides 0037 -0,003 -0,176
-0,066 -0,073 0,049

Ester de colesterol
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Valores expressos em r: coeficiente de correlacdo de Pearson. * p<0,05;
**p<0,01. LCAT: Lecitina colesterol acil transferase, CETP: proteina de
transferéncia de éster de colesterol, CA: Circunferéncia abdominal, IMC: indice
de massa corporea, HDL-C: colesterol da lipoproteina de alta densidade, LDL-
C: colesterol da lipoproteina de baixa densidade, TG: triglicérides, Apo:
apolipoproteina, AGL: acidos graxos livres, HbA;.: Hemoglobina glicosilada,

DM2: diabetes mellitus tipo 2.
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Os resultados da analise multivariada estdo expostos na tabela 10. A
transferéncia de éster de colesterol é influenciada pela presenca de DAC, HDL-
C, apo Al, LDL-C e massa de CETP (r*do modelo =0,53, p<0,001).

A transferéncia de fosfolipides n&o é influenciada pela presenca de DAC,
porém é determinada por LDL-C, apo Al, sexo e idade (r* do modelo =0,40,
p<0,001). A transferéncia de triglicérides também n&do foi dependente da
presenca de DAC, mas € influenciada pela concentracdo de apoAl e atividade
de LCAT (r* do modelo =0,17, p<0,001).

Ja a transferéncia de colesterol ndo esterificado é influenciada pela
presenca de DAC, apo Al, apo B, LCAT, glicemia e sexo (r* do modelo = 0,70,

p<0,001).



Tabela 12: Analise dos fatores determinantes para as transferéncias

lipidicas por regresséao linear multipla

_ Variaveis B p
Transferéncias )
independentes
Ester de DAC 0,211 0,031
colesterol
HDL-C -0,02 0,009
LDL-C 0,003 0,024
Apo Al 0,017 <0,001
CETP massa 0,241 <0,001
Fosfolipides DAC -0,042 0,796
LDL-C 0,009 <0,001
Apo Al 0,022 <0,001
Sexo -0,403 0,023
Idade -0,026 0,003
Triglicérides DAC -0,139 0,273
Apo Al 0,009 0,001
LCAT -1,2 0,05
Colesterol ndo DAC 0,416 0,003
esterificado
Apo Al 0,037 <0,001
Apo B -0,017 <0,001
LCAT -3,184 <0,001
Glicemia -0,005 0,003
Sexo -0,365 0,021

B : coeficiente de regressdo multipla, DAC: Doencga arterial corondria,
HDL-C: colesterol da lipoproteina de alta densidade, LDL-C: colesterol
da lipoproteina de baixa densidade, apoAl e B: apolipoproteina Al e B,
CETP: proteina de transferencia de éster de colesterol, LCAT: Lecitina
colesterol acil-transferase.
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5. DISCUSSAO
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No presente estudo observamos que o grupo de pacientes com DM2 e
com DAC apresentou maior concentracao de LDL-C, ndo HDL-C e apo B que o
grupo DM2. Ja a concentracdo de TG e de HDL-C nao foi diferente. Dados da
literatura comparando o perfil lipidico de pacientes com DM2 com e sem DAC
sao escassos. Nesse aspecto, similar aos nossos resultados, Seviour et al. (61)
relataram que a concentracdo de LDL-C e apo B foram maiores nos pacientes
DM2 com DAC do que sem DAC, sem diferencas nos valores de HDL-C ou
triglicérides. No estudo de Kabhri et al. (50), todos os trés parametros lipidicos,
LDL-C, HDL-C e triglicérides foram iguais em DM2 com e sem DAC. Portanto,
esses dois estudos prévios e 0 n0sso convergem que os tracos da dislipidemia
classica do diabetes, baixo HDL-C e alto triglicérides, ndo foram fatores
diferenciadores entre os pacientes DM2 com e sem DAC. Da mesma maneira,
a concentracdo de acidos graxos livres, que é elevado em DM2 resultando da
mobilizacdo de acidos graxos na deficiéncia a insulina, ndo foi diferente entre
0s grupos e nao foi abordado na literatura como um fator de risco para DAC.

Foi observado em uma metandlise que a metformina é capaz de baixar
os niveis de CT e LDL-C, além de triglicérides (62). No nosso estudo, o grupo
DM2 com DAC, apesar de fazer maior uso de metformina, apresentou maior
concentracéo de colesterol total e LDL-C que os diabéticos sem DAC. Em outro
trabalho foi visto também que, quando em associagdo com sulfoniuréias, a
metformina pode baixar a concentracdo de HDL-C, sem apresentar influéncia
sobre a concentracdo de TG ou de LDL-C (63).

Dobiasova et al. observou que o log TG/HDL-C é forte preditor de DAC
(64). Outros trabalhos também mostram a razdo TG/HDL-C como importante

preditor de DAC (65, 66) e sua relagdo com o aumento da mortalidade e
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severidade da doenca (67). No presente trabalho, a razdo TG/HDL-C se
correlacionou positivamente com outros fatores de risco para DAC, como IMC e
concentracdo de apo B e colesterol total. A razdo TG/HDL-C também se
correlacionou positivamente com a concentracdo de colesterol ndo esterificado
no plasma e negativamente com a transferéncia de colesterol ndo esterificado
para a HDL e sua concentracdo na particula HDL. Entretanto, ndo houve
diferenca na razdo TG/HDL-C entre os grupos com e sem DAC. Essa medida
esta relacionada a resisténcia a insulina e €, portanto, mais alta em pacientes
com DM2. (68).

Com relacéo a transferéncia de lipides para HDL, o grupo DM2+DAC
apresentou menor taxa de transferéncia de colesterol ndo esterificado e éster
de colesterol para HDL. Maranhdo et al. (69) também observaram que
pacientes com DAC precoce apresentam menor transferéncia de colesterol ndo
esterificado para HDL, porém maior transferéncia de éster de colestero.| Nesse
estudo, todos os tradicionais lipides de fatores de risco como LDL-C, HDL-C e
TG foram semelhantes entre os pacientes com e sem DAC. Em um estudo com
idosos com DAC a transferéncia de colesterol ndo esterificado também foi
menor do que em idosos saudaveis (70). Em um estudo com diabetes mellitus
tipo 2, a transferéncia de éster de colesterol e triglicérides estava aumentada
enquanto a de colesterol ndo esterificado néo foi alterada, porém no estudo a
comparacao foi feita com individuos saudaveis (71).

Apesar da diferenca na concentragdo de colesterol ndo esterificado no
plasma, ndao encontramos essa diferenca na composicdo da HDL dos
pacientes. Syvanne et al. relataram que as HDL2 e HDL3 de pacientes com

DAC estdo depletadas de colesterol ndo esterificado (72). Um estudo que
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comparou idosos saudaveis,com a mesma media de idade do nosso estudo,
com individuos jovens relatou que a HDL dos idosos contém menos colesterol
nao esterificado (73). Ja Frohlich e Dobiasova observaram, em concordancia
com nossos resultados, que mulheres com DAC tem maior concentracdo de
colesterol ndo esterificado no plasma, sem diferenca na concentracdo de
desse lipide na fracdo HDL (74) . Além disso, no estudo de correlacéo
encontramos que a concentracdo de colesterol ndo esterificado no plasma se
correlaciona negativamente com a transferéncia de colesterol ndo esterificado
e concentracdo desse lipide na composicdo da fracdo HDL. Esse resultado
sugere que devido a menor entrada de colesterol ndo esterificado na HDL,
onde ele é esterificado, mais resta na fracdo nao-HDL.

Com relacao a transferéncia de éster de colesterol, foi observado que a
transferéncia estava aumentada em pacientes com DAC quando comparados
com controles (55), e também em diabéticos comparados com controles (75)
(76). Todavia, o método difere deste usado no nosso estudo: a avaliacdo da
transferéncia foi feita da HDL para as lipoproteinas ricas em apo B. Elchebly et
al. relataram que a transferéncia de éster de colesterol estava diminuida em
DM2, quando comparados com controles, sem alteragéo na atividade de CETP
(49). Esse resultado foi tanto na transferéncia para HDL como naquela para as
lipoproteinas ricas em apo B. Porém, esses estudos ndo foram feitos em
diabéticos com e sem DAC.

A menor transferéncia de éster de colesterol encontrada nesse estudo
nos pacientes DM2 com DAC pode ser explicada pela CETP, proteina
responsavel pelas transferéncias de éster de colesterol, que teve menor

concentracdo nesse grupo. Os resultados da andlise multivariada confirmam a
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influéncia da CETP na transferéncia de éster de colesterol para HDL. Ainda
nao estd bem estabelecido na literatura se a concentracdo de CETP esta
aumentada, inalterada ou diminuida na DAC (45, 54, 55, 77), porém nao foi
comparada em pacientes diabéticos com e sem DAC. Neste contexto, poderia
ser sugerido que a alta concentracdo de CETP, concomitantemente com a alta
transferéncia de éster de colesterol para HDL é protetora contra DAC em
pacientes DM2.

As transferéncias de triglicérides e fosfolipides ndo estavam alteradas
nos DM2+DAC comparados com os DM2. Com relagéao aos triglicérides, como
a concentracdo de CETP foi menor no grupo com DAC, seria esperado que a
entrada de triglicérides também estivesse diminuida, j& que as transferéncias
de TG também sdo mediadas pela CETP e, como esperado, no nosso estudo
de correlacdo, menor concentracdo de CETP corresponde a menor
transferéncia de TG para HDL.

A CETP também se correlacionou positivamente com o contetdo de TG
na composicao da HDL. Isso era esperado pois o resultado da acdo da CETP é
0 enriquecimento da fracdo HDL com TG.

Alguns estudos mostram que atividade e massa de CETP aumentam
com insulinoterapia ou analogo de insulina (78, 79). Ja Siebel et al. relataram
que a inibicdo de CETP leva a um aumento da insulina (22, 80). Outro estudo
sugere que a CETP pode modular o metabolismo da glicose (81) . Apesar de
ndo termos visto diferenca na transferéncia de lipides para HDL entre quem
usa ou néo insulina, os grupos apresentaram diferenca com relagcdo a massa
de CETP quando separados pelo uso de insulina. Mas apenas o0 grupo sem

DAC teve maior massa de CETP quando em uso de insulina. E interessante
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ressaltar que um dos novos medicamentos que estdo sendo testados no
tratamento de aterosclerose, o dalcetrapib, em estudos clinicos de fase llb, foi
capaz de aumentar a massa de CETP e a concentracdo de colesterol néo
esterificado na HDL (82).

Santos et al. relataram que pacientes com DAC tiveram maior taxa de
esterificacdo do que aqueles sem DAC (83). Dobiasova et al. observaram que a
fracdo da taxa de esterificacdo no plasma é alto preditor de DAC. Nesse
estudo, verificamos que a atividade da enzima responsavel pela esterificacdo
do colesterol, a LCAT, foi semelhante nos dois grupos. Apesar disso, na
analise multivariada ela foi a maior determinante na transferéncia de colesterol
nao esterificado, diminuindo-a.

A LCAT é a enzima que gera quase todo o éster de colesterol no plasma
e é ativada pela apoAl na HDL. No diabetes a presenca de produtos
avancados de glicacdo afeta as apolipoproteinas, incluindo a apoAl. A glicacédo
da apoAl pode aumentar a transferéncia de éster de colesterol da HDL para
lipoproteinas que contém apo B (84). A apoAl glicada também afeta
propriedades funcionais da HDL como a habilidade de ativar a LCAT,
diminuindo a atividade da LCAT na esterificacao do colesterol (84, 85).

Apesar de um estudo observar alta atividade de LCAT no DM (86), foi
relatado que pacientes com DM2 apresentam baixa atividade de LCAT quando
comparados com controles (87), e que a atividade de LCAT esta
negativamente associada com os niveis de HbAlc (88), porém essa correlacédo
nao apareceu no nosso estudo. A atividade de LCAT é controversa na
aterosclerose (12, 89, 90) e nédo foi antes estudada em pacientes diabéticos

com e sem DAC. Nos grupos aqui estudados, supomos que ndo haja diferenca
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significante na glicacdo das apos e lipoproteinas plasmaticas entre os grupos,
devido aos niveis semelhantes de HbA;; dos pacientes.

Outra correlagéo encontrada foi a de acidos graxos livres com LCAT e
conteudo de TG na particula HDL. A atividade de LCAT enriquece a HDL de
éster de colesterol, que é trocado via CETP por triglicérides com outras
lipoproteinas. A HDL rica em triglicérides sofre maior acdo da lipase hepatica e,
portanto, ocorre maior liberacédo de acidos graxos no plasma.

A composicéao das lipoproteinas doadoras e aceptoras é fundamental no
processo de transferéncia. A composicao lipidica da fracdo HDL nao foi
diferente nesse estudo entre os grupos DM2 com e sem DAC, o que foi de
certa forma inesperado em vista da menor transferéncia de colesterol néo
esterificado e éster de colesterol para HDL. Porém, as VLDL e LDL dos
pacientes com DAC podem estar com composicdo diferentes daquelas dos
pacientes sem DAC. Além disso, como o processo de transferéncia €
bidirecional, ndo podemos afirmar que ocorreu um enriquecimento ou
empobrecimento da HDL com relagdo a determinado lipide pois ndo foi dosado
o que é transferido da HDL para as outras lipoproteinas. Portanto, o fato de a
transferéncia de éster de colesterol e colesterol ndo esterificado ter sido menor
no grupo DM2+DAC nao implica necessariamente na reducdo desses lipides
na composicao da HDL.

Morton et al. relatou que a concentragéo de colesterol ndo esterificado
das lipoproteinas doadoras modula a transferéncia de éster de colesterol para
HDL (91). Como o pool de colesterol ndo esterificado no plasma esta

aumentado nos DM2 com DAC, é possivel que a nanoemulsdo doadora se
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torne enriguecida com colesterol ndo esterificado no plasma desses pacientes,
0 que contribuiria para os nosso resultados dos DM2+DAC versus DM2.

E importante ressaltar que para o processo de transferéncia de lipides
nao somente a composicdo mas também a concentracdo das lipoproteinas
doadoras e aceptoras € fundamental (38, 39). Neste estudo, a concentracdo de
HDL-C e apoAl foi semelhante nos dois grupos, portanto as menores taxas de
transferéncia de colesterol ndo esterificado e éster de colesterol ndo estdo
relacionadas a menor concentracdo da lipoproteina aceptora, mas sim a um
distarbio no processo de transferéncia para HDL.

Com relacdo ao tamanho da particula HDL, foi relatado que HDL de
menor tamanho esta associada a alto risco cardiovascular (92, 93). Foi visto
também que em pacientes diabéticos havia uma maior prevaléncia de HDL
menores, devido a maior acao da lipase hepatica nesses pacientes (1, 29). No
presente estudo ndo houve diferenca no didmetro da HDL entre 0s grupos,
todavia a frequéncia de subpopulagbes de HDL menores ou maiores pode
variar dentro dos nossos grupos de estudo.

Nossos resultados com a andlise multivariada mostram que a
associacao entre DAC e as transferéncias de colesterol (esterificado e n&o
esterificado) existem mesmo apos ajustar para potencial confundidores.

Esse estudo comparando pacientes DM2+DAC com pacientes DM2
mostrou novas caracteristicas associadas a presenca de DAC no diabetes.
Entre elas, a menor transferéncia de colesterol ndo esterificado, corroborado
pelo maior contedudo deste no plasma, que pode estar relacionado a um
distarbio no metabolismo intravascular do colesterol ndo esterificado. A

concentragdo de CETP diminuida nos DM2+DAC é também um novo achado
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que provavelmente causou a reducédo da transferéncia de éster de colesterol
para HDL nestes pacientes. Como atualmente estdo sendo desenvolvidos e
testados inibidores de CETP para tratamento de DAC e novos alvos
terapéuticos tém sido procurados, esses resultados podem ser de grande

importancia para o entendimento de ac¢des farmacoldgicas.
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IMPLICACOES CLINICAS
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O resultado desse estudo encontrou importantes informacfes sobre a
funcdo da HDL. O conhecimento sobre essa funcdo abre perspectivas
importantes sobre a génese da aterosclerose. Ainda que o conhecimento dessa
propriedade, aliado aosja bem conhecidos fatores de risco para a doenca
arterial coronaria, indica que avaliar os niveis de HDL-colesterol ndo sé&o
suficientes por si s6 para entender a funcionalidade dessa particula. Nesse
cenario, 0 nosso estudo mostra um método pratico de avaliacdo de funcéo da
HDL e a possibilidade futura de um novo marcador para DAC, contribuindo
assim para estabelecer mais uma ferramenta na prevencdo secundaria da

condicéao.
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7. CONCLUSOES
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Na amostra estudada, pacientes diabéticos portadores de doenca
arterial coronaria obstrutiva apresentam menor transferéncia de colesterol
(esterificado e néo esterificado) para HDL e menor concentracdo de CETP

guando comparados com os pacientes diabéticos sem DAC obstrutiva.
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8. ANEXO
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ANEXO: Transferéncias lipidicas nos grupos DM2 e DM2+DAC separados pelo

uso de insulina

Taxa de transferéncia Grupo DM2
Sem insulina Com insulina p
(n=48) (n=17)
3H-éster de colesterol (%) 4,25 +0,72 4,48 +0,81 0,26
14¢- fosfolipides (%) 25,85+2,42 2518+285 0,33
3H- triglicérides (%) 501+066 511+0,75 0,61
14¢C- colesterol ndo esterificado (%) 828+138 8,11+1,62 0,65

Dados expressos pela média + desvio padrdo. DM2: Diabetes tipo 2.

Taxa de transferéncia Grupo DM2+DAC
Sem insulina Com insulina p
(n=52) (n=23)
3H-éster de colesterol (%) 4,02 +0,64 3,93+0,65 0,56
14¢- fosfolipides (%) 2586+225 2595+184 0,85
3H- triglicérides (%) 4,85+ 0,83 5,01+0,88 0,46

14¢C- colesterol ndo esteriricado (%) 745+117 7,83+1,33 0721

Dados expressos pela média + desvio padrdo. DM2: Diabetes tipo 2,

DAC:doenca arterial coronaria.
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