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Resumo

Ribeiro FRCM. Alteracdes qualitativas da lipoproteina de alta densidade (HDL)
em pacientes com doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP) [tese]. Sé&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2019.

Introducéo: A doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP), cuja prevaléncia no
Brasil é de 10,5%, € a manifestacdo clinica da aterosclerose associada com
maior risco de doenca arterial coronariana (DAC) e cerebral. HDL-C diminuido
€ proeminente na DAOP, e o aumento de LDL-C e triglicérides € menos
frequente. Nesse contexto, examinar aspectos funcionais da HDL, que tem
acao protetora contra a aterosclerose, e as causas de diminuicdo da HDL na
DAOP sdo muito importantes para a prevencdo e desenvolvimento de novos
alvos terapéuticos para a doenca. Objetivo: Nesse contexto, 0 objetivo deste
estudo foi examinar os aspectos funcionais da HDL, que tem acéo protetora
contra a aterosclerose, e as causas da diminuicdo da HDL na DAOP, que sé&o
muito importantes para a prevencdo e desenvolvimento de novos alvos
terapéuticos para a doenca. Métodos: Os participantes do estudo foram
selecionados no ambulatério de cirurgia vascular da Fundacdo Hospital de
Clinicas Gaspar Vianna (FHCGV), Belém-Pa. Foram selecionados pacientes
com DAOP (n = 38, 69 + 10 anos, 24 homens) e voluntarios sem DAOP (n =
20, 68 £ 7 anos, 11 homens). Os pacientes com a doenca foram divididos em
diabéticos (n = 19, 69 + 9 anos, 13 homens) e nao diabéticos (n = 19, 68 + 11
anos, 11 homens). Transferéncias de lipides para HDL foram quantificadas por
ensaio in vitro usando uma nanoemulsdo marcada radioativamente como
doadora de lipides. Os demais ensaios, como a concentracdo da proteina de
transferéncia de éster de colesterol e lecitina colesterol aciltransferase foram
determinadas por métodos enzimaticos comerciais. Resultados: Como
esperado, os pacientes com a DAOP e diabetes associada apresentaram
glicemia mais alta. Ambos os grupos doentes apresentaram niveis séricos de
HDL-C mais baixos que os controles, mas o HDL-C e niveis de apo A-1 foram
menores ainda no grupo que tinha diabetes associada. Com relacdo as taxas
de transferéncia das quatro formas de lipides da nanoemulsdo doadora para a
fracdo HDL, a transferéncia de todos os lipides foi menor nos doentes do que
nos controles (p <0,001), mas quando havia a presenca do diabetes foi ainda
menor (p <0,05). Conclus@es: Os resultados confirmam que a HDL mais baixa
€ o principal fator de risco de DAOP, entre as alteracdes das lipoproteinas
plasmaticas, enquanto o LDL-C e triglicérides ndo apareceram como
marcadores de doencga, diferentemente do que acontece na DAC. A presencga
do diabetes na DAOP foi um fator determinante para a menor transferéncia de
lipides encontrada nesses pacientes, assim como a menor concentracao de
CETP, proteina que facilita a transferéncia. A menor transferéncia de colesterol
tanto o livre quanto o esterificado, sugere que a funcdo da HDL na esterificacédo
do colesterol possa estar diminuida na DAOP pelo menor aporte do substrato,
apesar da enzima que catalisa a esterificacdo, a LCAT, estar em niveis
normais. Os resultados sugerem que a participacdo de disturbios metabdlicos
envolvendo a HDL pode ser fundamental no desenvolvimento da DAOP,
especialmente em pacientes diabéticos.

Descritores: Doenga arterial periférica; HDL-colesterol; Nanoparticulas;
Transferéncia de lipides; Metabolismo dos lipideos; Colesterol.
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Abstract

Ribeiro FRCM. Qualitative changes of high density lipoprotein (HDL) in patients
with peripheral obstructive arterial disease (PAD) [thesis]. Sao Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

Introduction: Peripheral arterial disease (PAD), whose prevalence in Brazil is
10.5%, is the clinical manifestation of atherosclerosis associated with increased
risk of coronary artery disease (CAD) and cerebral disease. Decreased HDL-C
Is prominent in PAD, and increased LDL-C and triglycerides are less frequent.
In this context, examining functional aspects of HDL, which has a protective
action against atherosclerosis, and the causes of decreased HDL in PAD are
very important for the prevention and development of new therapeutic targets
for the disease. Objective: In this context, the aim of this study was to examine
the functional aspects of HDL, which has a protective action against
atherosclerosis, and the causes of decreased HDL in PAD, which are very
important for the prevention and development of new therapeutic targets for
disease. Methods: The study participants were selected at the vascular surgery
outpatient clinic of the Gaspar Vianna Clinical Hospital Foundation (FHCGV),
Belém-Pa. Patients with PAD (n = 38, 69 + 10 years, 24 men) and volunteers
without PAD (n = 20, 68 + 7 years, 11 men) were selected. Patients with the
disease were divided into diabetic (n = 19, 69 + 9 years, 13 men) and non-
diabetic (n = 19, 68 + 11 years, 11 men). Lipid transfers to HDL were quantified
by in vitro assay using a radiolabelled nanoemulsion as a lipid donor. Other
assays, such as the concentration of cholesterol ester transfer protein and
lecithin cholesterol acyltransferase were determined by commercial enzymatic
methods. Results: As expected, patients with peripheral obstructive disease
and associated diabetes had higher glycemic levels. Both patient groups had
lower serum HDL-C levels than controls, but HDL-C was lower in the group with
associated diabetes, as well as apo A-l concentration. Regarding the transfer
rates of the four forms of donor nanoemulsion lipids to the HDL fraction, the
transfer of all lipids was lower in patients than in controls (p <0.001), but when
diabetes was present it was even lower (p <0.05). Conclusions: The results
confirm that lower HDL is the main risk factor for PAD among plasma lipoprotein
alterations, while LDL-C and triglycerides did not appear as disease markers,
unlike in CAD. The presence of diabetes in PAD was a determining factor for
the lower lipid transfer found in these patients, as well as the lower
concentration of CETP, a protein that facilitates the transfer. The lower transfer
of both free and esterified cholesterol indicates that HDL's role in cholesterol
esterification is decreased in PAD, although the esterifying catalytic enzyme,
LCAT, is at normal levels. Results point out to a chief role of HDL metabolic
disturbances in the appearance of PAD, specially in diabetes, wherein,
incidentally, the disease has a more aggressive pattern.

Descriptors: Peripheral arterial Disease; Cholesterol, HDL; Nanoparticles;
Lipid transfers; Lipid metabolism; Cholesterol.
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1.1 Epidemiologia

A Organizacdo Mundial da Saude classifica as doengas
cardiovasculares (DCV) em 69 grupos, incluindo a cardiopatia isquémica, a
isquemia cerebral, a doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP), o infarto
agudo do miocardio (IAM), o acidente vascular cerebral (AVC) e varias outras
relacionadas. Atualmente, a aterosclerose € apontada como mecanismo
comum para o0 desenvolvimento de todos esses distarbios anteriormente

citados (Faludi, 2017; Who,2017)

As DCV continuam sendo a maior causa de mortalidade em todo
mundo. Cerca de 17,7 milhdes de pessoas morreram por DCV em 2015,
representando 31% de todas as mortes globais. Destas mortes, cerca de 7,4
milhdes foram devidos a DAC e 6,7 milhdes foram decorrentes de AVC (Who,
2017). Dados do Ministério da Saude mostraram que as DCV sao a principal
causa de morte no Brasil, tendo sido responséaveis, em 2006, por 29,4% dos

Obitos no pais, enquanto as neoplasias foram 15,1% (Makdisse et al., 2008).

Estima-se que a DAOP acomete mais de 200 milh6es de pessoas no
mundo (Criqui; Aboyans, 2015; Fowkes et al., 2017). Os dados da literatura
podem estar subestimados, jA que a maioria dos pacientes é assintomatica ou
ndo apresenta o sintoma classico da doenca, a claudicacdo intermitente
(Makdisse et al., 2008). Oito a dez milhdes de americanos sofrem de DAOP

com uma prevaléncia global de 12% na populag&o adulta (Dua; Lee, 2016). No
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Brasil, os dados relacionados a prevaléncia de DAOP sdo escassos e restritos
a populacdes especificas, praticamente todos realizados na regido sudeste do

Pais. A prevaléncia de DAOP no Brasil é 10,5% (Makdisse et al. , 2008).

Na sociedade moderna, em parte ao aumento da expectativa de vida, a
DAOP esta cada vez mais prevalente. Nos paises de baixa e média renda per
capita, sua prevaléncia vem gradativamente aumentando, sendo que entre os
anos de 2000 e 2010 foi registrado um aumento de 28,7%. Este aumento foi
menor nos paises de alta renda: 13,1% (Fowkes et al.,, 2017). O crescente
interesse no diagnostico precoce da DAOP vem ocorrendo pela associacdo a
doenca aterosclerética obstrutiva em outros leitos arteriais, como coronariano,
cerebral e carotideo. A historia natural do DAOP caracteriza-se pelo aumento
do risco de DAC e eventos cerebrovasculares. Os pacientes com DAOP tém
uma incidéncia de DAC de 30-50% e uma taxa de estenose carotidea 15-25%.
A taxa anual de eventos cardiovasculares principais, incluindo infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral ou morte, € de aproximadamente 5% a
7% nos pacientes com DAOP. Apenas 20-30% dos pacientes com DAOP
morrem de problemas ndo cardiovasculares. (Dua; Lee, 2016; Garofolo, L.;

Ferreira,SRG.; Miranda Junior, F., 2014; Makdisse et al., 2008).

1.2 Quadro clinico da DAOP

A DAOP representa uma manifestacéo local de uma doenca sistémica

letal, a aterosclerose. O acometimento aterosclerdtico das artérias periféricas



Introducdo 4

provoca estreitamento ou obstrucdo dos vasos, prejudicando o fluxo normal
que conduzem o0 sangue para 0s membros. A deficiéncia na circulacéo
sanguinea arterial leva a isquemia dos tecidos, podendo ocasionar dor, Ulceras,
necrose e até amputacdes, dependendo do grau de obstrucdo arterial e do

desenvolvimento de circulacao colateral (Dua; Lee, 2016; Baptista- Silva,2003).

Clinicamente, os portadores da DAOP podem ser assintomaticos ou
sintomaticos. Os pacientes assintomaticos sdo a maioria, sendo a proporcao
para DAOP sintomética de 3:1 a 4:1 (Collins et al., 2006) e sua prevaléncia
entre 3-10% da populacdo. Em pacientes com mais de 70 anos a prevaléncia

aumenta para 15-20% (Dua; Lee, 2016).

A maioria dos pacientes com DAOP tem desempenho limitado no
exercicio e na capacidade de caminhar. Como consequéncia, a DAOP esta
associada a uma menor atividade fisica e qualidade de vida. Em pacientes com
DAOP, o sintoma classico € a claudicacdo intermitente. Tipicamente, o
paciente descreve dor no membro inferior relacionada ao exercicio e com alivio
durante o repouso. O desconforto se diferencia de processos osteomusculares
por ndo ser afetado pela posicdo do corpo, mas pela sua reproducao sempre
diante do mesmo grau de atividade fisica. Entretanto, mais de 50% dos
pacientes com DAOP ndo tém sintomas de claudicagdo intermitente. Em
muitos pacientes outras comorbidades impedem uma atividade fisica que
identifigue este sintoma. Portanto, os pacientes suspeitos de apresentarem
DAOP devem ser questionados sobre as limitacdes que eles possuem durante
0 exercicio dos membros inferiores que limitam sua habilidade para caminhar

(Dua; Lee, 2016; Norgren; Hiatt; Dormandy, 2007).
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A isquemia critica dos membros (IC) € uma manifestacdo da DAOP
caracterizada por dor isquémica em repouso, lesdes de pele isquémicas,
Ulceras ou gangrena. O termo IC s6 deve ser utilizado naqueles pacientes com
doenca isquémica crbnica, definida como a presenca de sintomas por mais de
2 semanas, devendo ser distinguido da isquemia aguda dos membros. Os
pacientes com IC possuem taxas elevadas de mortalidade e eventos
cardiovasculares: 20-25% morrem dentro de 1 ano da apresentacdo do quadro
clinico e 40-50% dentro de 5 anos (Fowkes et al.,, 2017; Norgren; Hiatt;

Dormandy,2007)

1.3 Classificacdo da DAOP

Os esquemas de classificacdo mais amplamente utilizados para
qualificar o nivel de DAOP sao o de Fontaine (Fontaine; Kim; Kieny, 1954) e
Rutherford-Becker (Rutherford et al.,1997), sendo este Ultimo o mais comum
(Dua; Lee, 2016) (Quadro 1). Os pacientes assintomaticos estao incluidos na
classificacdo de Fontaine estagio |. O estdgio Il de Fontaine € dividido em
estagios lla e llb. No estagio lla a claudicacédo intermitente é limitante e, no
estagio llb, esta mesma claudicacao, evolui para incapacitante. Quando ha dor
isquémica no membro, mesmo em repouso, 0s pacientes estéo classificados
no estagio Ill. O estagio IV inclui aqueles pacientes com isquemia do membro

tdo avancada que o tecido perde o seu trofismo. A necrose € a regra.
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Rutherford Grau | inclui os pacientes assintomaticos ou aqueles que
apresentam sintomas durante altos niveis de atividade fisica. Os pacientes de
Rutherford Grau Il desenvolvem sintomas em niveis moderados de atividade
fisica. Na classificacdo Rutherford Grau lll, os pacientes desenvolvem sintomas
em baixo nivel de atividade fisica e sdo limitados em seu estilo de vida,
caracterizando uma claudicacdo incapacitante. Os sintomas clinicos da IC
iniciam com a "dor de repouso” definida como dor intratdvel no pé e no
tornozelo, em repouso, que ocorreu por mais de 2 semanas e € classificada no
Grau IV de Rutherford. Os pacientes com Rutherford Grau V apresentam
isquemia com uma perda menor de tecido. Geralmente formam-se ulceracfes
no pé. No Grau VI de Rutherford observa-se maior necrose tecidual e
gangrena. E importante notar que a IC nem sempre progride através dos Varios
estagios desses sistemas de classificacdo e que alguns pacientes podem nem
ter sintomas de DAOP antes do inicio da isquemia critica (SBACV, 2015;

Norgren; Hiatt; Dormandy, 2007;Dua;Lee,2016)
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Quadro 1: Classificacdo da DAOP

FONTAINE RUTHERFORD
Estagio | : Assintomatico Categoria 0: Assintomatico
Estagio Il Categoria 1: Claudicacéo leve
a) Claudicacgéao intermitente limitante Categoria 2:

Claudicacdo moderada

Estagio Il
Categoria 3: Claudicacdo severa

b) Claudicacé&o intermitente incapacitante

Estagio Ill: Dor isquémica em repouso Categoria 4: Dor em repouso

Estagio IV: Lesdes troficas Categoria 5: Lesao
trofica pequena

Categoria 6: Necrose extensa

FONTE: SBACYV, 2015

1.4 Fatores de risco da DAOP

Idade e Sexo

A idade é um fator de risco independente para o desenvolvimento da
DAOP. H& uma relacdo proporcional entre a idade e o desenvolvimento da
doenca, sendo o maior risco observado na faixa etaria acima de 70 anos (Dua;
Lee, 2016). Em paises de alta renda, a prevaléncia de DAOP parece ser
semelhante em homens e mulheres e aumenta consistentemente com a idade,

aproximadamente 5% entre 45-49 anos e 18% aos 85-89 anos. Nos paises de



Introducdo 8

baixa e média renda, as taxas de prevaléncia também aumentam
consistentemente com a idade, porém a prevaléncia de DAOP parece ser
maior nas mulheres do que nos homens, com diferencas relativas mais
marcantes em idades mais jovens, ou seja 6,3% das mulheres contra 2,9%
dos homens aos 45-49 anos, em comparacado com 12,3% versus 10,1% aos

75-79 anos'(Fowkes et al.,2017).

Etnia

A etnicidade tem um papel importante no desenvolvimento do DAOP
(Dua; Lee, 2016). Estudos comparativos demonstraram prevaléncia
significativamente maior da DAOP em negros e significativamente menor entre
0s asiaticos, quando comparados a etnia branca como referéncia. Ha

necessidade de pesquisas adicionais para identificar os fatores que geram

essas diferencas (Vitalis et al., 2017).

Tabagismo

Fumar é o fator de risco mais importante para o desenvolvimento da
DAOP e parece aumentar o risco mais do que na doenca coronaria (Fowkes et
al., 2017). Ha uma associacao significativa e independente entre o habito de
fumar e a doenca. O fumante possui um risco 4 vezes maior de desenvolver
DAOP sintomatica que o ndo fumante, sendo a severidade da doenca
proporcional ao niumero de cigarros fumados. A cessacdo do habito de fumar
melhora os parametros funcionais e fisiolégicos da DAOP, mas € provavel que

seja necessario mais de 20 anos para igualar o nivel de risco com 0s
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individuos que nunca fumaram. Existem dados limitados na literatura que
demonstram a associacdo do fumante passivo, 0 ndo-fumante que convive
com fumantes em ambientes fechados, com a DAOP. Alguns estudos referem
a existéncia de uma correlacéo positiva entre a exposi¢cao passiva ao fumo e a
doenca, com relacdo dose-resposta significativa, tanto para quantidade quanto
para a duracdo da exposicao (Dua; Lee, 2016; Criqui; Aboyans, 2015; Fowkes
et al., 2017). E improvavel que o efeito global do tabagismo diminua
substancialmente. As projecfes recentes indicam que o numero de fumantes
aumentara de 794 milhdes em 2010 para 872 milhdes em 2030, embora a
prevaléncia per capita da populacdo caia ligeiramente, principalmente em

paises ricos (Fowkes et al.,2017).

Diabetes Mellitus

Existe uma forte associacdo do diabetes mellitus (DM) com DAOP
sintomatica e assintoméatica, sendo 2 vezes mais provavel o desenvolvimento
da doenca sintomatica em pessoas com DM em comparacdo com 0S nao-
diabéticos (Fowkes et al., 2017). Os riscos da DAOP aumentam com a
gravidade da DM. Para cada aumento na porcentagem de hemoglobina glicada
(HbA1c) existe um risco de aumento correspondente de 26% para DAOP. Os
diabéticos, devido ao processo de resisténcia a insulina, tendem a ter formas
mais agressivas de DAOP que resultam na necessidade de amputacdo dos
membros 5-10 vezes mais do que o0s nao-diabéticos. A hipertensdo em
conjunto com DM aumenta o risco de DAOP, mas néo é tdo potente como fator

de risco quando comparado com DM ou tabagismo (Dua; Lee, 2016; Criqui;
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Aboyans, 2015). A epidemia mundial de DM associada a niveis crescentes de
obesidade, provavelmente levara a uma maior proporcdo de casos de DAOP
relacionados ao DM, pelo menos nos paises ocidentais. Estima-se que de 2013
a 2035 o numero de pacientes com DM aumentara universalmente de 382

milhdes para 592 milhdes (Fowkes et al., 2017).

Dislipidemia

O colesterol total (CT) é fortemente relacionado ao desenvolvimento da
DAOP, entretanto, a relacdo CT/HDL-C (colesterol da lipopoteina de alta
densidade) foi considerada um marcador preciso de risco para DAOP. Niveis
elevados de HDL-C s&do considerados ateroprotetores para a doenca
(Natarajan et al., 2003; Ridker; Stampfer; Rifai, 2001; Criqui, et al.,

2005;Criqui;Aboyans, 2015;Zhang, et al.,2016;Fowkes, et al.,2017).

Os niveis séricos de triglicérides nao foram significativamente associado
a DAOP apds o ajuste para outras medidas lipidicas, bem como, o nivel de
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) parece estar menos
associada com a doenca (Van Den Berg et al., 2016; Stoekenbroek et al., 2016;
Criqui; Aboyans, 2015; Fowkes, et al., 2017). A dislipidemia em pacientes com

DAOP sera abordada com mais detalhes abaixo.

Hipertensao

A maioria dos estudos epidemiologicos associa a hipertensdo com

maior risco de desenvolver DAOP. Esta relacdo ndo tem sido téo forte quanto a
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do tabagismo ou DM. Niveis elevados da pressdo arterial sistélica foram
invariavelmente associados ao risco de DAOP, entretanto, a elevacdo da
pressdo arterial diastélica, muitas vezes ndo obteve uma associacdo
significativa. Embora os riscos relativos associados a hipertenséo arterial sejam
modestos em alguns estudos, sua alta prevaléncia, particularmente entre
pacientes idosos, contribui significativamente para sobrecarregar, juntamente
com os outros fatores de risco, o desenvolvimento da DAOP na populacdo

(Meijer, et al., 2000; Criqui; Aboyans, 2015; Fowkes et al., 2017).

Outros fatores derisco

Além dos fatores de risco tradicionais citados acima, a doenca renal
cronica, proteina C reativa sérica e fibrinogénio sérico, mostraram associacao
com a DAOP em muitos estudos. A hiper-homocisteinemia, obesidade,
consumo de bebidas alcodlicas, fatores genéticos e infeccdes séo referidos
como possiveis fatores associados com a DAOP, porém, ndo ha evidéncia
clinica que suporte uma associacdo positiva, consistente e independente
destes fatores com a doenca aterosclerética obstrutiva periférica (Criqui;

Aboyans, 2015; Fowkes et al.,2017).

15 Diagnostico da DAOP

A estratégia diagndéstica da DAOP deve incluir histéria clinica e exame

fisico minucioso, com investigacdo de sinais clinicos sugestivos, tais como,
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presenca de claudicacdo intermitente, auséncia de pulsos periféricos, frémitos
arteriais e alterac6es de pele no membro afetado, bem como a confirmacdo da

gravidade da obstrucao vascular (SBACV, 2015).

indice tornozelo-braquial e indice halux-braquial

O indice tornozelo-braquial (ITB) é a razdo entre a pressdo arterial
sistolica no tornozelo com presséo sistdlica na artéria braquial, aferida com o
individuo em decubito dorsal, com uso de esfigmomanémetro e um aparelho
portétil de ultrassom de ondas continuas (SBACV, 2015; Fowkes et al., 2017).
Quando a DAOP é suficientemente grave para alterar o fluxo arterial no
membro inferior em repouso, a pressao arterial no tornozelo decresce. A
distincdo de uma diminui¢do da pressao arterial devido a DAOP da hipotenséao,
geralmente relacionada a outras condicbes, € realizada aferindo a pressao
arterial sistolica no tornozelo e comparada com a do bracgo, calculando a
proporcdo. O membro superior € menos acometido pela aterosclerose que o
membro inferior, mas, para evitar o viés devido a estenose da artéria subclavia,
a pressdo mais alta dos dois bracos € preferida ao calcular o ITB.
Fisiologicamente, o valor do ITB & proximo de 1 devido ao fendmeno de
amplificagéo do pulso. Valores do ITB de 0,91 -1,40 séo considerados normais
e, <=0,90, como anormais. Individuos com vasos muito rigidos possuem um
indice >1,4 indicativo de incompressibilidade arterial devido a provavel
calcificacdo (Norgren; Hiatt; Dormandy, 2007).. Em geral, o ITB oferece boa

sensibilidade (80%) e excelente especificidade (95%) para identificar a DAOP
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(Aboyans et al.,2012). Dada a facilidade de medicédo e seus altos indices de
sensibilidade e especificidade, o ITB é considerado o teste de triagem de
primeira linha para definir tanto DAOP sintomatica como assintomatica,
objetivamente em estudos epidemiolégicos, bem como no cenario clinico

(SBACV, 2015; Fowkes et al., 2017).

Afericbes falsamente elevadas das pressbes sistdlicas, durante a
execucao do ITB, podem ocorrer em pacientes diabéticos e com doenca renal
crobnica avancada. Nesta situacdo, devido o menor acometimento
aterosclerotico nas artérias dos artelhos, a mensuracédo da pressdo do halux
fornece valores mais acurados das pressoées sistolicas distais (Aboyans et al.,
2012). Diferente do ITB, o indice halux-braquial (IHB) permanece com seus
critérios diagndsticos mal definidos. Recomenda-se um indice IHB <0,70 como

ponto de corte, porém esta informacdo ndo € estritamente baseada em

evidéncias (SBACV,2015).

Teste da esteira

Testes de exercicios em esteira podem ser usados para estabelecer o
diagnostico da DAOP. Os pacientes com claudicacdo que apresentam
estenose iliaca isolada podem néo ter diminuicdo da pressdo em repouso e,
portanto, um ITB normal em repouso. No entanto, com o exercicio, 0 aumento
da velocidade do fluxo sanguineo tornara tais lesdes hemodinamicamente
significativas. Nessas condicfes, o0 exercicio induzira uma diminuicdo no ITB
que pode ser detectada logo apds o exercicio e, assim, estabelecer o

diagnoéstico da DAOP.
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Uma diminuicdo no ITB de 15% a 20% confirma o diagnéstico de
DAOP. Se uma esteira ndo estiver disponivel, o exercicio de caminhada pode
ser realizado escalando escadas ou em um corredor (Norgren; Hiatt;

Dormandy, 2007; SBACV, 2015).

Ecocolordoppler

O ecocolordoppler vascular (EV) € um exame ndo-invasivo e eficaz em
discriminar com precisdo vasos obstruidos, estenéticos e normais. E (til para
diagnosticar a localizacdo anatdémica e o grau de estenose arterial, mas nao
apresenta informacédo morfolégica exata em relacdo a extensdo e natureza das
lesBes. Na presenca de lesdes calcificadas e em pacientes obesos morbidos, o
ecocolordoppler vascular € limitado. Este exame € recomendado como
avaliacao pré-operatéria e de acompanhamento pds-operatorio para cirurgia de

revascularizacdo na DAOP (Sultan; Tawfick; Hynes, 2013; Rooke et al., 2011).

Arteriografia por subtracao digital

A arteriografia por subtracdo digital (ASD) é considerada o padrdo de
referéncia para avaliagdo da estenose ou occlusdo arterial em pacientes com
DAOP. Atualmente, no entanto, a ASD ndo € usada como ferramenta de
diagnostico, devido ao caréater invasivo e ao risco de complica¢des. Alguns
estudos comparativos mostraram que a angiotomografia e angiorressonancia
magnética com contraste sao técnicas de imagem nao-invasivas altamente

precisas (Jens et al., 2013). Certos estudos sugerem gue a angiorressonancia
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€ superior a ASD na visualizacdo das artérias da perna e do pé (Leiner et al.,

2004; Dorweiler et al., 2002).

Angiotomografia e angiorressonancia

A angiotomografia e a angiorressonancia sao técnicas precisas para
avaliar a gravidade das lesdes arteriais em pacientes com DAOP sintomatica.
N&o ha diferencas significativas no desempenho diagnostico das duas técnicas
e seguramente podem distinguir entre estenoses e oclusées de alto grau nos
pacientes acometidos pela DAOP. Ambas as técnicas possuem boa acuracia
no diagnostico da DAOP, com valores de sensibilidade e especificidade
superiores a 90%, quando comparados com a ASD como padrao-ouro. Nos
individuos diabéticos com DAOP que acomete as artérias abaixo do joelho, a
angiorressonancia ndo deve ser considerada como exame de primeira linha

(Jens, et al., 2013; Healy et al., 2013).

1.6 Tratamento da DAOP

O tratamento clinico, a cirurgia aberta e a cirurgia endovascular fazem

parte das principais op¢des terapéuticas da DAOP.

De maneira geral, o tratamento clinico consiste nas modificacbes dos
fatores de risco, exercicios supervisionados de caminhada e terapia

medicamentosa. O controle da glicemia, pressao arterial sistémica e dos niveis
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sanguineos elevados de colesterol, bem como o combate ao tabagismo,
sedentarismo e obesidade, ajudam a prevenir 0os eventos cardiovasculares e a
progressao da DAOP. Exercicios de caminhada supervisionados sao prescritos
para auxiliar no aumento da distancia percorrida sem dor e na qualidade de
vida fisica, em pacientes sintomaticos com claudicacdo intermitente. No
tratamento da DAOP sintomatica, as drogas hemorreoldgicas séo utilizadas
extensamente, dentre elas destacam-se o cilostazol, medicamento com funcéo
antiagregante plaquetaria e vasodilatadora. A antiagregacdo plaquetaria tem
uma importante e bem estabelecida funcdo de reduzir os eventos
cardiovasculares e melhorar os indices de perviedade das revascularizacoes.
Geralmente utiliza-se o acido acetil-salicilico e/ou clopidogrel, entre outros

medicamentos (Norgren; Hiatt; Dormandy, 2007; SBACV, 2015).

A cirurgia aberta e o tratamento endovascular tem por objetivo
restaurar o fluxo sanguineo para o segmento isquémico. Provavelmente,
ambos tem uma eficacia geral semelhante, embora os estudos com evidéncia
clinica comparando os dois sejam fracos e a probabilidade de sucesso clinico
duravel diferente. A cirurgia aberta, mais invasiva, restaura o fluxo sanguineo
local ultrapassando as lesdes ateroscleréticas obstrutivas através de pontes,
utiizando a veia safena ou protese vascular sintética. Recentemente, o
tratamento endovascular vém se destacando devido possuir uma abordagem
menos invasiva. A determinacdo do melhor método de revascularizagdo para o
tratamento da DAOP sintomatica, baseia-se no equilibrio entre o risco de uma
intervencédo especifica e a durabilidade da revascularizagéo. A localizagéo e a
morfologia da doenca devem ser caracterizadas antes da realizacdo de

qualquer revascularizacdo para determinar a intervencdo mais apropriada. O
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esquema de classificagdo TASC Il (Norgren; Hiatt; Dormandy, 2007) € o mais
utilizado para a estratificacdo das lesGes ateroscleréticas. Assim, as lesdes tipo
"A" representam aquelas que produzem excelentes resultados e devem ser
tratados por meios endovasculares. As lesbes tipo "B" oferecem resultados
suficientemente bons com os métodos endovasculares e esta abordagem ainda
é preferida primeiro, a menos que seja necessaria uma revascularizacao aberta
para outras lesfes associadas na mesma area anatbmica. As ledes tipo "C"
produzem resultados de longo prazo suficientemente elevados com
revascularizacdo aberta, devendo os métodos endovasculares serem usados
apenas em pacientes com alto risco de reparo aberto. As les@es tipo "D" nao
produzem bons resultados com métodos endovasculares para justifica-los

como tratamento primario (SBACV, 2015; Jaff, et al.,2015).

1.7 DAOP e lipides

A prevaléncia da dislipidemia em individuos com DAOP sintomatica
varia de 85%-95% (Gardner, et al., 2013), porém, a associacdo entre
dislipidemia e a doenca néo esta totalmente esclarecida. Em virtude das varias
fracOes lipidicas estarem altamente interligadas, a identificacdo do(s) fator(es)

mais importante(s) ainda é dificil (Fowkes et al., 2017).

O colesterol total (CT) tem sido a medida lipidica mais amplamente
estudada como um fator de risco potencial para DAOP. Embora a maioria dos
estudos também tenha demonstrado que o colesterol total € um poderoso fator

de risco independente para DAOP, outros ndo conseguiram confirmar essa
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associacao (Norgren;Hiatt;Dormandy,2007;Criqui; Aboyans, 2015; Fowkes et

al., 2017).

Em muitos estudos clinicos pilotos, os niveis séricos de triglicérides
foram fortemente relacionados ao desenvolvimento da DAOP, entretanto, na
maioria dos grandes estudos epidemioldgicos, triglicérides nao foram
significativamente associado a doenca ap0s 0 ajuste para outras medidas

lipidicas (Criqui; Aboyans, 2015; Fowkes et al.,2017).

Atualmente, os niveis elevados da HDL-C e apolipoproteina (Apo) A-I
permanecem sendo 0s principais fatores ateroprotetores para o0
desenvolvimento da DAOP (Criqui, et al ., 2005; Criqul; AboyanS, 2015;
Fowkes, et al., 2017; Ness; Aronow; Ahn, 2000). Entretanto, a relagdo CT/HDL-
C foi considerada um marcador preciso e a melhor medida lipidica de risco
para DAOP (Ridker; Stampfer; Rifai, 2001; Natarajan et al.,

2003;Criqui;Aboyans,2015;Fowkes et al.,2017;Zhang, et al.,2016).

Estudos também mostraram que os niveis de lipoproteina plasmatica
(a) e apo B foram independentemente relacionados ao risco de desenvolver
DAOP (Price et al., 2001; Gardner, et al., 2013; Criqui; Aboyans, 2015; Fowkes

et al.,2017)

A LDL-C é um fator de risco particularmente forte para DAC, mas
parece estar menos fortemente associada com AVC, aneurisma de aorta

abdominal e DAOP (Van Den Berg et al., 2016; Stoekenbroek et al.,2016)
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1.8 HDL

Como ja estd bem estabelecido na literatura, o HDL-C correlaciona-se
inversamente com a incidéncia de DCV (Gordon et al, 1977; Gordon et al,
1989; Maranhdo; Freitas, 2014). Portanto, a HDL tém uma funcdo anti-
aterogénica fundamental e, ao lado da terapéutica de reducdo do LDL-C, o
aumento da HDL-C tornou-se também um importante alvo terapéutico para a

prevencao primaria e secundaria dos eventos cardiovasculares.

A HDL nascente € produzida no figado e intestino como particulas
discéides compostas de fosfolipides e colesterol livre, além da apo A-l (Figura
1). Essas particulas captam o excesso de colesterol livre das células dos
tecidos periféricos e da superficie das lipoproteinas ricas em triglicérides,
sendo convertidas a particulas menores, as HDLj3;. Essas particulas séo
progressivamente transformadas em forma esférica, as HDL,, pela aquisicédo de
lipides e esterificacdo do colesterol pela acdo da lecitina-colesterol acil
transferase (LCAT) e do seu co-fator, Apo A-l. Como a maior parte da Apo A-I
presente no plasma esta na fracdo HDL e a LCAT também € associada a HDL,
a esterificacdo do colesterol ocorre principalmente nessas lipoproteinas

(Lehninger & Nelson, 2002; Wang et al., 2004; Maranh&o; Freitas, 2014).
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FONTE: Arq Bras Cardiol 2006; 87 : 672-679

Figura 1 - Representacdo da composicao da lipoproteina de alta densidade
(HDL). FL, fosfolipides; apo, apolipoproteina; CL, colesterol livre; CE, colesterol
esterificado; TG, triglicérides.

O colesterol esterificado pode ser transferido, através da proteina de
transferéncia de colesterol esterificado (CETP), das HDL, para as lipoproteinas
ricas em triglicérides e para as LDL (Glomset, 1970). As lipoproteinas ricas em
triglicérides por sua vez transferem triglicérides para as HDL, (Figura 2). 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 colesterol
esterificado é captada pelo figado através de receptores celulares scavangers,

tais como receptor scanvenger classe B tipo | (SR-BI).
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Aquisicéo de
colesterol livre e
esterificacéo

Hidrolise A
de TG
LH

CE TG

Troca de colesterol-éster
por TG

FONTE: Arq Bras Cardiol 2006; 87: 672-679
Figura 2 - Metabolismo da Lipoproteina de Alta Densidade (HDL)
HDL lipoproteina de alta densidade; LH lipase hepética; LCAT lecitina

colesterol aciltransferase; CETP proteina de transferéncia de colesterol
esterificado; CE colesterol esterificado; TG triglicérides.

Além do seu papel na esterificacdo e no transporte reverso do
colesterol, a HDL também tem atividade antioxidante, devido & associacéo de
paraoxonase 1 (PON1), e atividades anti-inflamatéria, antitrombética e
vasodilatadora, que contribuem para a acdo antiaterogénica da lipoproteina

(Meyers et al., 2004; Wang et al., 2004; Maranhao; Freitas, 2014).

1.9 HDL e aterogénese

z

A doenca aterosclerética é um problema de crescente prevaléncia,
principalmente nos grandes centros e nas populacbes de faixa etaria mais

elevada, ocorrendo aumento de mortalidade em fungdo da mesma. A doenca
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aterosclerotica é considerada multifatorial e sua prevencdo passa pela
identificacdo do conjunto de fatores de risco. Estes fatores incluem a idade, o
sexo, diabetes, hipertensdo arterial, tabagismo e sedentarismo. A percepcéo
entre relacdo de riscos a saude e estresse também tem sido relatada (Heslop

et al., 2002; Maranhao; Freitas, 2014)

Além desses fatores, a dislipidemia € outro fator de risco para doenca
aterosclerotica, em que sua extensdo € diretamente proporcional aos niveis
séricos de colesterol (Steinberg; Witztum , 1990). Dentre as anormalidades
lipidicas classicas, os niveis elevados de LDL-C, bem como os niveis reduzidos
de HDL-C estdo relacionados com importante aumento da incidéncia de

doenca aterosclerotica.

Desse modo, ha um grande interesse em identificar terapias capazes
de reduzir ainda mais o risco de eventos ateroscleréticos. Um alvo terapéutico
gue tem despertado muito interesse é o aumento nos niveis de HDL-C, ja que
os niveis reduzidos desse colesterol constituem a anormalidade lipidica mais
freqientemente encontrada em pacientes com doenca aterosclerotica
estabelecida- A HDL é a lipoproteina de maior importancia na prevencao da
aterosclerose. Além de ser a lipoproteina responsavel pelo transporte de
colesterol dos tecidos periféricos para o figado, a HDL tem outras funcdes
ateroprotetoras nao relacionadas ao transporte de lipides. Essa lipoproteina,
além de modular a funcdo endotelial, desempenha atividades antioxidantes,
antiinflamatérias e antitromboéticas (Kwiterovich Jr, 2000; Sviridov; Nestel,
2002; Rader, 2002; Bater et al., 2003; Meyers; Kashyap, 2004; Maranh&o;

Freitas, 2014).
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A subpopulacdo de HDL menos densa e mais rica em colesterol
esterificado (HDL,) parece ser mais protetora que a subpopulacdo menor e
mais densa (HDL3). Isso se deve, provavelmente, ao fato de a subpopulcéo de
HDL, ser composta principalmente por HDLs que contém somente Apo A-l, que
sdo mais eficientes em receber colesterol de tecidos periféricos, via ABCAL, e
também sdo melhores doadores hepaticos de colesterol esterificado, via SR-
B1, quando comparadas as HDLs que contém Apo A-l e A-ll (SVIRIDOV;

Nestel, 2002; Rader, 2002; Meyers; Kashyap, 2004; Maranhao; Freitas, 2014).

Além de retirar o excesso de colesterol celular, a HDL também atua no
processo anterior a esse, inibindo que modificagdes oxidativas ocorram na LDL
e, consequentemente, inibindo a captacdo da LDL pelos macrofagos. Ao
prevenir a oxidacdo da LDL, a HDL também previne o endotélio dos efeitos
citotoxicos da LDL-oxidada e da migracdo e adesdao de mondcitos, ambos
induzidos pela LDL oxidada (BARTER et al., 2003} Véarios componentes da
HDL contribuem para o efeito antioxidante, incluindo sua Apo Al e algumas
enzimas sendo a maisimportante, a PON1. A PON1 ¢é sintetizada
primeiramente no figado e uma porcdo € secretada no plasma onde é
associada com a HDL. Ela é a responsavel pela metabolizagdo dos lipides
oxidados de ambas LDL e HDL. Mackness e colaboradores foram os primeiros
a demonstrar que a PON1 humana poderia inibir a oxidagdo da LDL in vitro
(Mackness; Durrington, 2001). Para exercer seu efeito antioxidante, é
necessario que haja interacéo entre a PONL1 e os lipides oxidados, o que pode
ocorrer de duas formas: uma das possibilidades € que a atividade antioxidante
da PON1 seja mediada por difusdo durante a interacdo entre LDL e HDL, a

outra e mais provavel consiste na transferéncia dos lipides oxidados da LDL
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para a HDL e posterior acdo da PON1 (James; Deakin, 2004). Importante
destacar que varios fatores estdo envolvidos na modulagcéo e nos niveis dessa
enzima, como fatores ambientais, farmacos, fumo, alcool e dieta (Costa et al.,
2005) e, em virtude disso, numa dada populacdo a atividade da PON1 pode
variar em até 40 vezes (Brophy et al., 2001). Outra funcdo da HDL envolvida no
processo aterosclerotico € sua capacidade de reduzir a expressdo das
moléculas de adesdao, induzidas pelas citocinas nos processos inflamatérios. A
HDL modifica a célula de alguma maneira que as tornam resistentes em
expressar essas moléculas induzidas por citocinas (Cockerill GW et al., 1994;
Calabresi L et al.,1997; Park SH et al.,, 2003; Maranh&o; Freitas, 2014).
Importante destacar que essa inibicdo ndo é afetada pela variacdo no tamanho
da HDL ou pela composicdo das apolipoproteinas, colesterol esterificado e

triglicérides.

1.10 Transferéncia de lipides para HDL

Os resultados dos estudos onde se investigou a relagéo entre proteinas
de transferéncia e a incidéncia de DCV sé&o contraditorios. N&o esta claro se a
presenca de DCV estd acompanhadade alteracbes da acdo da CETP ou PLTP
(proteina de transferéncia de fosfolipides). Ha nova abordagem terapéutica em
gue os niveis HDL sdo aumentados através do bloqueio da CETP, visando a
estabilizacdo ou regressao da aterosclerose pela agcao da HDL no transporte
reverso. No entanto, o primeiro farmaco desta linha de inibidores de CETP, o

Torcetrapib, ndo se mostrou benéfico na prevencao da DCV e até aumentou a
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frequéncia de eventos, 0 que levou a suspensdo dos ensaios clinicos (Barter et
al., 2007; Nicholls et al., 2008). No entanto, novos bloqueadores de CETP, tais
como dalcetrapib, anacetrapib e evacetrapib, ainda estdo sendo desenvolvidos
e avaliados, na tentativa de se evitar os efeitos colaterais do Torcetrapib (Barter
et al, 2007). A escolha da HDL como alvo terapéutico mostra a importancia da

funcdo antiaterogénica desta lipoproteina.

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 sao
a chave para a homeostase do colesterol no organismo. A esterificacédo
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 (Lehninger & Nelson, 2002; Maranhao; Freitas, 2014).

A transferéncia de lipides entre classe de lipoproteinas € bidirecional e
depende da estrutura da lipoproteina doadora e receptora, assim como doacao
das proteinas de transferéncias, a CETP e a PLTP. A concentracdo da
lipoproteina doadora e receptora provavelmente também influencia nesse
processo (Ferretti, 2006; Norata, 2006; Lamarche, 1999; Rashid, 2003;

Maranhé&o; Freitas, 2014 ).

Como o processo de transferéncia de lipides é determinante para a
composicdo e metabolismo da HDL, também é possivel que além da fungéo da
HDL no transporte reverso do colesterol e esterificacdo, as outras funcdes
antiateroscleréticas da lipoproteina sejam também afetadas nesse processo.

Um exemplo classico da influéncia deste processo € o “efeito gangorra” que
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acontece nas hipertrigliceridemias, que determinam a diminuicdo do HDL-
colesterol: quando aumenta a concentracdo das VLDL (lipoproteinas de
densidade muito baixa), 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, sob acédo da lipase
hepatica, sofre um processo de lipdlise que desestabiliza a o desestabiliza a
particula da HDL levando a diminuicdo das HDL no plasma (Lehninger &
Nelson, 2002). Consequentemente, a funcdo das diversas proteinas
associadas as particulas de HDL fica diminuida em decorréncia da diminuicdo

da fracdo HDL.

A relacao entre transferéncia de lipides e a aterosclerose é complexa e
ainda largamente desconhecida. A transferéncia de lipides tem um papel critico
na formacdo e no metabolismo da HDL no plasma, remodelando
continuamente esta classe de lipoproteinas, podendo, desta forma, interferir

nos seus varios aspectos funcionais. (Maranhao; Freitas,2014).



2 Justificativa
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Como ocorrem perturbacdes marcantes do status da HDL nas DCV,
incluindo a DAOP, como a queda na sua concentracdo, € fundamental o
entendimento das alteragbes do metabolismo da HDL nesta doenga, assim
como, alteracbes na transferéncia de lipides, um terreno muito complexo e
ainda bastante inexplorado. Duas questdes nos chamam a atencgéo:
desenvolvemos uma nova metodologia para avaliar simultaneamente as
transferéncias para a HDL dos quatro principais lipides da circulacao, colesterol
esterificado, fosfolipides, triglicérides e o colesterol livre (Lo Prete et al., 2009).
Neste ensaio in vitro, uma nanoemulséo artificial padréo € usada como doadora
de lipides para a HDL. ApGs incubacdo da nanoemulsdo contendo os quatro
lipides marcados radioativamente, com o plasma, a HDL é separada no
sobrenadante por precipitacdo quimica das lipoproteinas que contem Apo B e
da nanoemulsdo. A transferéncia dos quatro lipides da nanoemulsdo para a
fracdo HDL é medida quantificando-se a radioatividade no sobrenadante apoés
a incubacéo (Lo Prete et al, 2009; Maranhao; Freitas, 2014;). Além da grande
praticidade na realizacdo dos testes, o método tem a vantagem de avaliar
simultaneamente a transferéncia dos quatro principais lipides que compdem a
HDL, o que da uma visao integrada deste processo essencial no metabolismo
da lipoproteina. Esta abordagem foi utilizada para se investigar o metabolismo
das HDL em diversas situagfes clinicas (Giribela et al., 2008; Daminelli et al.,
2008; Rocha et al., 2009; PUK et al., 2010, Feitosa-Filho et al., 2009; Gagliardi
et al., 2010; Azevedo et al., 2011;Maranhao; Freitas, 2014). Acreditamos que a
determinacdo da transferéncia de lipides em pacientes com DAOP possa

proporcionar um novo “insight” no metabolismo da HDL nesta doenga e nos
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mecanismos que deflagram o processo de aterogénese em pacientes com a
doenca. A avaliacdo de fatores paralelos a este processo, como o status da
CETP, PLTP e LCAT, a concentracao do colesterol livre e acidos graxos livres
no plasma, composicdo da HDL e suas subfracdes pode completar um quadro
dindmico e integrativo para a interpretacdo do quadro das provaveis alteracdes
de transferéncias. Os resultados, além de auxiliarem a interpretacdo da
fisiopatologia da DAOP, poderdo também dar direcBes para novos alvos

terapéuticos.
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o Investigar se as transferéncias de lipides — colesterol esterificado e
nao- esterificado, triglicérides e fosfolipides - para a fracédo total da HDL estao
alteradas em pacientes com DAOP em comparacédo com individuos do grupo

controle, sem a doenga.

o Investigar se a presenca simultdnea de DM nos pacientes com DAOP é

acompanhada de alteracdes na transferéncia de lipides para a HDL.



4 Casuistica e Métodos
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Os participantes do estudo foram selecionados no ambulatério de
Cirurgia Vascular da Fundacéo Hospital de Clinicas Gaspar Vianna (FHCGV),
Belém- PA. No total, 58 participantes foram avaliados quanto as caracteristicas
clinicas e laboratoriais, orientados detalhadamente sobre o0s objetivos do
estudo, assim como todos os riscos, beneficios e procedimentos envolvidos no
protocolo de pesquisa. Quando em conformidade com o0s esclarecimentos
prestados, 0s participantes assinaram o0 termo de consentimento livree
esclarecido passando a fazer parte do estudo, cuja pesquisa foi analisada e
aprovada pela Comisséo de Etica em Pesquisas do FHCGV, com nimero de
parecer 1.098.259 e CAAE 30818614.0.0000.0016, e pela Comiss&o de Etica
em Pesquisas do Instituto do Coragdo da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (InCor-FMUSP) sob nimero de parecer 796-019 e

CAAE 30818614.0.3001.0068.

Os participantes foram alocados em diferentes grupos e subgrupos:

- Grupo controle: 20 individuos adultos, com média de idade de 68+8 anos,
sendo nove do sexo feminino e onze do sexo masculino, ndo portadores de
DAOP, nao diabéticos, ndo hipertensos, sedentarios, ndo tabagistas e que nao

faziam uso frequente de bebida alcodlica.

- Grupo de portadores da DAOP (DAOP): 38 individuos adultos, com média de
idade 69+10 anos, sendo quatorze do sexo feminino e vinte e quatro do sexo
masculino, portadores de DAOP. Uma significativa parcela dos pacientes fazia
uso regular de estatina. Nesses casos, a amostra de sangue foi coletada pelo
menos 45dias apds a suspensdo do medicamento. A estatina foi reintroduzida

logo apds a coleta.
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Os pacientes com DAOP foram subdivididos em dois grupos: (i)
portadores da DAOP sem diabetes (DAOP/SD): 19 individuos adultos, com
média de idade 68+11 anos, sendo oito do sexo feminino e onze do sexo
masculino; (ii) portadores da DAOP com diabetes melitus tipo 2 (DAOP/DM): 19
individuos adultos, com média de idade 69+09 anos, sendo seis do sexo

feminino e treze do sexo masculino.

Os participantes foram pareados por sexo, idade, indice de massa

corpérea (IMC) e o tempo dos sintomas relacionados a DAOP.

4.1 Critérios de inclusao

Para grupo DAOP, os pacientes selecionados para estudo
apresentavam DAOP sintomética (claudicacdo limitante ou dor isquémica de
repouso) diagnosticada por meio de anamnese, exame fisico e indice
tornozelo-braquial (ou artelho-braquial, caso necessério) dentro dos critérios da
Sociedade Brasileira de Angiologia e de Cirurgia Vascular e do TransAtlantic
Intersociety Consensus ( (SBACV, 2015). Auséncia de DAOP foi definida como
niveis de ITB de 0,91 a 1,40, na auséncia de revascularizacao arterial de

membros inferiores. (Norgren; HiatT; Dormandy, 2007; SBACV, 2015).

Para o grupo Controle, o mesmo foi pareado com idade e IMC néo

fumantes, sem doencas cronicas.
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4.2 Critérios de excluséo

Os critérios de exclusdo foram: presenca de doencas crbnico-
degenerativas, neoplasias malignas ou benignas, alcoolismo cronico,
insuficiéncia renal (concentracfes plasmaticas de creatinina, acima dos valores
de referéncia), diabetes mellitos tipo I; insuficiéncia hepatica (bilirrubina total e
fracOes, atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina
amino transferase (ALT), gama glutamil transferase (yGT) e fosfatase alcalina
acima dos valores de referéncia), hipotireoidismo ou hipertireoidismo, historia
prévia de acidente vascular cerebral hemorragico (AVCH), hemorragias
recentes, trombocitopenia, puncdo espinal recente, cirurgia recente, Ulcera

gastrica.

4.3 Materiais

Os is6topos radioativos [1-**C] oleato de colesterol, [7(n)-*H] colesterol,
[*C-FL] #C-fosfatidilcolina e [*H-TG] >H-triglicérides foram obtidos da
Amersham International (Little Chalfont, Inglaterra). Os lipides trioleina, oleato
de colesterol, colesterol e fosfatidilcolina, utilizados para a o preparo da
emulsdo foram adquiridos da Sigma Chem. Co. (St. Louis, EUA). Os kits para
determinacdo enzimatica de triglicérides, colesterol total e de HDL-C foram
obtidos da Labtest Diagnostica S. A. (Minas Gerais, Brasil), e para colesterol

livre, foi usado kit da Wako, Richmond, VA, EUA
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4.4 Métodos

4.4.1 Determinagdes bioquimicas séricas

Os participantes foam convocados para a coleta de sangue, apés 12h
de jejum. A determinacdo dos niveis plasmaticos de triglicérides foi realizada
através de método enzimético (Merck S.A. Indastrias Quimicas, Rio de Janeiro,
Brasil). O colesterol total foi determinado por método colorimétrico enzimatico
(Chod-Pap, Merck S.A. Industrias Quimicas, Rio de Janeiro, Brasil). O HDL-C
foi determinado pelo mesmo método utilizado para o colesterol total, apés
precipitacdo quimica das lipoproteinas que contém apolipoproteina B,
utilizando-se reagente precipitante constituido por cloreto de magnésio e acido
fosfotungstico. Os valores de LDL-C foram determinados pela férmula de
Friedewald et al. (1972) e os valores de nao-HDL-C foram obtidos pela

diferenca entre o colesterol total e o HDL-C. Desta forma, temos:

LDL-C = CT — [HDL-C + (TG = 5)]

nao HDL-C = CT — HDL-C

As determinacbes plasmaticas das apolipoproteinas A-l e B foram
realizadas por método turbidimétrico por meio de kit disponivel comercialmente

(Roche Diagnostics, Suica).
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4.4.2 Preparo da nanoemulséo lipidica artificial

A nanoemulséao lipidica artificial foi preparada segundo a técnica descrita
por GINSBURG et al. (1982) modificada por MARANHAO et al. (1993). Em um
frasco foram pipetados 40 mg de fosfatidilcolina, 20 mg de oleato de colesterol,
1mg de trioleina e 0,5 mg de colesterol, diluidos em cloroférmio: metanol (2:1).
Posteriormente, foram adicionados & mistura de lipides os isétopos 3H- éster de
colesterol e *C-fosfatidilcolina ou 3H-triglicérides e *C-colesterol livre. Os
solventes residuais foram entdo evaporados da mistura sob fluxo de nitrogénio e
dessecacado a vacuo, por 16h, a 4°C. Apé6s a adicdo de 10 mL de tampéo 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,
Sdo Paulo, Brasil) poténcia 125 watts, durante 3 horas, sob atmosfera de
nitrogénio, com temperatura variando entre 51 a 55°C. Para obtencdo da
nanoemulsado lipidica aritificial na faixa de diametro 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 aspiracéo (1 mL) e desprezado. Ao restante do material foi
adicionado brometo de potassio (KBr) ajustando a densidade para 1,21g/mL.
Apéds a segunda centrifugacdo (200.000 x g por 2 horas a 4°C), a nanoemulsao
lipidica artificial foi recuperada no topo do tubo por aspiracdo. O excesso de KBr
foi removido por dialise, contra 2 trocas de 1000 volumes tampao Tri-HCI 0,01 M,

pH 8. Finalmente, a emulséo foi esterilizada por filtracdo em membrana Milipore
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de 0,22 UUm de porosidade sob fluxo laminar e armazenada a 4°C por até 15

dias.

4.4.3 Ensaio de transferéncia de lipides para HDL

Uma aliquota de 200 pL de plasma dos participantes foi incubada com
50 pL da nanoemulsao lipidica artificial marcada com os lipides radioativos (*H -
colesterol esterificado, *C- fosfolipides, °H- triglicérides, *C-colesterol n&do
esterificado), a 37°C, sob agitacdo, durante 1 hora. 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 centrifugacdo por 10 minutos a
3000 rpm. O infranadante, contendo a nanoemulsdo e as lipoproteinas
plasmaticas que contém Apo B, € desprezado. O sobrenadante, contendo a
HDL, foi submetido a contagem da radioatividade presente, que corresponde a
transferéncia dos lipides radioativos da nanoemulsao para a HDL. Foi calculada
a percentagem de transferéncia de cada um dos lipides, considerando como

100% a radioatividade total utilizada na incubacao.

4.4.4 Determinacao da concentracdo da CETP e LCAT

A concentracdo da LCAT e da CETP foi determinada por meio de

imunoensaio (ALPCO Immunoassays, EUA).
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445 Anélise estatistica

As variaveis numéricas foram avaliadas quanto a normalidade pelo
teste Kolmogorov-Smirnov. Foi utilizado a ANOVA ou Kruskal-Wallis,
dependendo da distribuicdo dos dados, para avaliar as diferencas dos
marcadores bioquimicos em relacdo aos grupos (controle, DAOPDM,
DAOPSM). O coeficiente de correlacdo de Pearson foi utilizado para avaliar a
associacdo dos marcadores bioquimicos em relacdo as Vvaridveis de
transferéncia, o CEPT e o LCAT. A regressao linear mdltipla foi utilizada para
avaliar a influéncia dos marcadores bioquimicos em relacdo a cada variavel de
transferéncia. Em todo o trabalho foi utilizado o nivel de significancia de 5%. As

andlises estatisticas foram realizadas no Programa Minitab 18.
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5.1 Caracteristicas fisicas e clinicas dos participantes

A Tabela 1 mostra as caracteristicas fisicas e clinicas dos participantes
do estudo. N&o houve diferenga significativa entre 0os grupos quando
comparados sexo, idade, IMC e tempo de diagnostico da doenca (p>0,05).
Nos dois grupos de pacientes com DAOP, a incidéncia de hipertenséo arterial
sistémica foi maior que 80%, e a de fumantes foi baixa (~10%). Acido
acetilsalicilico e cilostazol foram os medicamentos mais utilizados; losartana
foi o agente anti-hipertensivo mais utilizado. No grupo DAOP/DM, a

metformina foi 0 agente hipoglicemiante mais frequente.
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Tabela 1 - Caracteristicas fisicas e clinicas dos participantes

Parametros Controles DAOP/SD DAOP/DM valor de
(n=20) (n=19) (n=19) P
Género (M/F) 11/9 11/8 13/6 NS
Idade (anos) 68x7 68111 6919 NS
IMC (kg/m?) 23+4 25,70+3,9 25,90+4,50 NS
- 4+3 5+3 NS

Tempo de doencga (anos)

Hipertenséo arterial sistémica - 89,47 84,21 -
(%)

Tabagistas (%) - 10,5 10,5 -
Ex-tabagistas (%)* - 68% 63% -

Medicacdes em uso (%)

AAS - 84 68 -
Cilostazol i 68 74 )
Losartana i 37 26 )

Metformina - 0 26 -

Dados expressos em mediana e desvio padréo

NS ndo significativo (p>0,05); M masculino; F feminino; IMC indice de massa corporal; DAOP/SD doenca arterial
obstrutiva periférica sem diabetes; DAOP/DM doenca arterial obstrutiva periférica com diabetes. AAS acido acetilsalicilico.
#sem uso de tabaco > 5 anos.
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5.2 Determinacdes bioquimicas

Parametros bioquimicos dos trés grupos sdo mostrados na Tabela 2.
Como esperado, o grupo DAOP/DM teve niveis glicémicos mais altos. Nao
houve diferenca entre os valores de triglicérides, LDL e Apo B. O grupo
DAOP/DM apresentou concentracdes de HDL-C e Apo A-l mais baixas que
0s controles e que o grupo DAOP/SD (p<0,05). Concentracdes de CETP e de

LCAT foram semelhantes nos trés grupos.
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Tabela 2 - Concentracfes plasmaticas de lipidios, glicose, LCAT e CETP dos
grupos estudados

Determinacdes Controle DAOP/SD DAOP/DM valor de
bioquimicas (n=20) (n=19) (n=19) P
Glicemia de jejum 9011 92+14 122+78 % 0,0015
(mg/dL)
Colesterol (mg/dL)
189430 184+39 181+36 NS
Total
HDL 50+15 45+16 38+11%* 0.016
LDL 117433 113432 114428 NS
nao HDL-C 119 £34 137+£32 145 + 37 NS
Triglicérides (mg/dL) 114+40 120+33 131+44 NS
ApoA-I (g/L) 1,36+0,10 1,40+0,24  1,13+0,22"* 0,0128
Apo B (g/L) 0,88+0,27 0,97+0,26 0,86+0,22 NS
LCAT (pg/mL) 7,13+1,29 8,50+2,00 7,20+2,70 NS
CETP (ug/mL) 1,63+0,70 1,23+0,90 1,00+0,30 NS

Dados expressos em média + desvio padrdo

NS nédo significativo (p>0,05); DAOP/SD doenca arterial obstrutiva periférica sem diabetes; DAOP/DM doenca
arterial obstrutiva periférica com diabetes; HDL lipoproteina de alta densidade; LDL lipoproteina de baixa
densidade; Apo A-l apolipoproteina A-I; Apo B apolipoproteina B; LCAT lecitina-colesterol aciltransferase; CETP
proteina de transferéncia de colesterol esterificado; * p<0,05 versus controle; # p<0,05 versus DAOP/SD.
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5.3 Transferéncia de lipides para HDL

A Tabela 3 mostra os valores das taxas de transferéncia do colesterol
livre, colesterol esterificado, triglicérides e fosfolipides da nanoemulséo lipidica

artificial para a HDL dos pacientes dos trés grupos estudados.

Houve menor taxa de transferéncia do colesterol livre nos grupos
DAOP/SD e DAOP/DM comparado com os grupo controle (p<0,001). Quando
comparamos a taxa de transferéncia do colesterol livre entre os subgrupos de
DAOP, com ou sem diabetes, verificamos que no grupo DAOP/DM a

transferéncia é menor (p<0,05).

A taxa de transferéncia de colesterol esterificado foi menor no grupo
DAOP/DM quando comparado ao grupo controle (p<0.001). N&o houve
diferenca estatistica significativa entre subgrupos de DAOP, com e sem

diabetes.

Com relacdo a transferéncia de triglicérides, os grupos DAOP/DM e
DAOP/SD apresentaram menor taxa em comparacdo ao grupo controle
(p<0,001). Os dois grupos de pacientes com DAOP apresentaram taxa de

transferéncia de triglicérides similares.

Quando se comparou as taxas de transferéncia de fosfolipides, foram
encontradas uma menor transferéncia no grupo DAOP/DM quando comparado

com os grupos DAOP/SD e controle (p<0,05).
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Tabela 3 - Taxa de transferéncia de colesterol livre, colesterol esterificado,
triglicérides e fosfolipides da nanoemulséo lipidica artificial para
HDL nos grupos estudados

Taxa de Controle DAOP/SD DAOP/DM valor de
transferéncia (n=20) (n=19) (n=19) b
Colesterol livre 6,59+1,25 5,13+1,44*  4,18+1,17** <0,001

Colesterol esterificado 4,12+0,89 3,56+1,18 2,96+0,60** 0,005

Triglicérides 5,66x1,05 4,35+0,59**  4,08+0,50** <0,0001

Fosfolipides 15,40+1,11 15,20+1,68  13,90+1,09*" 0,0166

Dados expressos em média + desvio padréo.
DAOP/SD doenga arterial obstrutiva periférica sem diabetes; DAOP/DM doenca aterosclerdtica obstrutiva

periférica com diabetes. * p<0,05 e ** p<0,001 versus controle; # p<0,05 versus DAOP/SD.

5.4 Correlacdes bivariadas e andlise de regrecao linear multipla

A Tabela 4 mostra os resultados do estudo de correlagéo realizado
pela analise bivariada nos grupos estudados. As transferéncias dos lipides
estudados, as concentracbes seéricas de CETP e LCAT foram
correlacionadas com varios parametros bioquimicos e IMC.

A transferéncia de colesterol livre se correlacionou positivamente com as
concentragdes de Apo A-l (r=0.702, p<0,01) e HDL-C (r=0.608, p<0,01)

enquanto que a transferéncia de colesterol esterificado se correlacionou
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positivamente com as concentracdes de Apo A-l (r=0.308, p<0,01) e CETP
(r=0.631, p<0,05). Também houve correlacdes positivas entre transferéncia
de triglicérides e as concentracdes de Apo A-l (r = 0.436, p<0,05), CETP
(r=0.539, p<0,01), colesterol total (r=0.231, p<0,05) e HDL-C (r=0.441,
p<0,01) e entre as transferéncia de fosfolipides e as concentracdes de
CETP (r=0.287, p<0,05) e HDL-C (r=0.367, p<0,01). Houve uma correlacdo
negativa entre transferéncia de fosfolipides e IMC (r=-0.396, p<0,01). Foi
encontrada, também, correlacédo positiva entre as concentracfes de LCAT
e IMC (r=0.477, p<0,01) e entre as concentracdbes de CETP e LDL-C

(r=0.309, p<0,05).
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Tabela 4 - Correlagbes entre as transferéncias lipidicas para
HDL,concentracdes séricas de CETP, LCAT e lipidios

CL% CE% TG% FL% LCAT CETP

Apolipoproteina A-I
0.702** 0.308* 0.436* 0.297 0.217 0.0

(9/L)
Apolipoproteina B

-0.295 0.102 -0.044 -0.04  -0.046 0.192
(9/L)
LCAT (ug/mL) 0.012 0.255 -0.117 -0.251 - 0.182
CETP (ug/mL) 0.012 0.631** 0.539** 0.287* -0.182 -
Colesterol total 0.075 0.256  0.231* 0.19 0.187 0.178
HDL-C 0.608**  0.245 0.441** 0.367**  0.07 0.07
LDL-C -0.119  0.209 0.197 0.138 -0.004 0.309**
Triglicérides 0.032 0.006  -0.042 -0.16 0.354  -0.256
nao HDL-C -0.128  0.209 0.112 0.032 0.164 0.152
Glicose -0.232 -0.245 -0.141 -0.335 0.217 -0.171
IMC 0.002 -0.152 -0.073 -0.396** 0.477** -0.239

CL colesterol livre; CE colesterol esterificado; TG triglicérides; FL fosfolipides; LCAT lecitina-
colesterol aciltransferase; CETP proteina de transferéncia de colesterol esterificado; Apo A-I
apolipoproteina A-1; Apo B apolipoproteina B; HDL-C colesterol da lipoproteina de alta densidade;
LDL-C colesterol da lipoproteina de baixa densidade; IMC indice de massa corpérea;

* p<0,05; ** p<0,01

Em relagédo a analise de regressao linear mdultipla, a transferéncia de
colesterol esterificado associou-se independentemente com as concentracdes

de CETP (B = 0,99 e p <0,0001) e presenca de diabetes ( = -1,00 e p 0,007),
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mas nao com a presenca de DAOP (B = 0,17 e p=0,583). A transferéncia de
triglicérides foi associada com as concentragdes de CETP (B = 0.65 e p 0,002)
e de HDL-C (B = 0.025 e p 0,031). A taxa de transferéncia de FL foi associada
a presenca da doenga DAOP (B = -14.78 e p <0,0001). A transferéncia de
colesterol livre independentemente associado a concentragcdo de HDL (B =
0,076 e p <0,0001) e glicemia (B = 0,0163 e p 0,037), mas nao a presenca de

DAOP.
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Tabela 5 - Andlise de regressao linear multipla entre transferéncias lipidicas
para HDL, concentracdes séricas de CETP e presenca de diabetes

mellitus.
CE% beta Valor de p R?
Constante 2.46 - 67.21
DAOP 0.17 0.583
DM -1.00 0.007
CETP 0.99 <0.0001
TG% beta Valor de p R?
Constante 3.108 - 51.62
DAOP -0.59 0.036
DM 0.04 0.917
CETP 0.65 0.002
HDL-C 0.025 0.031
FL% beta Valor de p R?
Constante 15.15 - 99.2
DAOP -14.78 <0.0001
DM 0.07 0.808
CL% beta Valor de p R?
Constante 1.1 - 62.12
DAOP -0.71 0.091
DM -1.25 0.066
HDL 0.076 <0.0001
Glicose 0.0163 0.037

Listadas apenas as variaveis que tiveram influéncia significativa para cada variavel de transferéncia.

CE colesterol esterificado; TG triglicérides; FL fosfolipides; CL colesterol livre; beta coeficiente de regressao linear;
R? coeficiente de determinacio; DAOP doenca aterosclerética obstrutiva periférica; DM diabetes mellitus; CETP
proteina de transferéncia de colesterol esterificado; HDL lipoproteina de alta densidade
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A DAOP é manifestacéo clinica da aterosclerose associada com maior
risco de DAC e cerebral. Entre os fatores de risco lipidicos, o aumento de LDL-
C e triglicérides € menos frequente, mas o HDL-C diminuido é proeminente na
DAOP. Nesse contexto, examinar aspectos funcionais da HDL, que tem acao
protetora contra a aterosclerose, € muito importante para a prevencado e
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos para a doenca. Neste estudo,
foram avaliados os aspectos funcionais da HDL nos pacientes com DAOP e
exploradas as diferencas quando DAOP esta acompanhada de DM.

Em nosso trabalho, ndo houve diferenca estatistica entre os trés
grupos de estudo no tocante a sexo, idade e IMC. Essa uniformidade reforca o
valor comparativo dos dados de metabolismo lipidico aqui descritos, ao excluir
a influéncia importante sobre este metabolismo de eventuais diferencas de
sexo, idade e IMC. De acordo com a literatura, o perfil dos portadores da DAOP
€ caracterizado por idade acima de 60 anos, sexo masculino e, na maioria das
vezes, associado a fatores de risco, tais como hipertensao arterial sistémica,
dislipidemia, DM e tabagismo. (Dua; Lee, 2016; Criqui; Aboyans, 2015; Fowkes
et al., 2017). A casuistica deste estudo reflete essas caracteristicas.

Em nosso estudo, houve baixo percentual de pacientes tabagistas nos
pacientes com DAOP. A maioria deles, no entanto, era de ex-fumantes,
definido como sem uso de tabaco ha mais de 5 anos. E possivel, portanto, que
o tabagismo passado tenha influenciado o desenvolvimento da DAOP (Dua;

Lee, 2016; Fowkes et al., 2017 ).



Discussao 53

Segundo as diretrizes da Sociedade Brasileira de Angiologia e Cirurgia
Vascular (SBACV, 2015), as terapias genericamente aplicadas na reducao
global do risco cardiovascular, beneficiam os pacientes com DAOP. Anti-
agregantes plaquetarios e estatina sdo classes de farmacos de uso frequente
nesses pacientes. Em nosso estudo, o acido acetilsalicilico foi o anti-agregante
plaquetario mais frequente. A estatina utilizada na maioria dos nossos
pacientes foi suspensa pelo periodo prévio de 45 dias, para que ndo houvesse
interferéncia nos resultados, visto que a estatina interfere fortemente no
metabolismo lipidico, foco deste estudo.

O cilostazol foi, também, um dos farmacos mais utilizados nesse
estudo, ja que sua propriedade hemorreoldgica € preconizada no tratamento
medicamentoso da claudicacdo intermitente nos pacientes com DAOP.
(SBACV, 2015)

Em nosso estudo, os pacientes com DAOP que apresentaram
associagdo com DM, a metformina foi o antidiabetogénico mais utilizado, bem
como a losartana nos pacientes hipertensos.

Fowkes et al. referem que existe uma forte associacdo do DM com
DAOP sintomatica e assintomatica, sendo duas vezes mais provavel o
desenvolvimento da doenca sintomatica em individuos com DM do que em
nao-diabéticos (Fowkes et al., 2017).

Os diabéticos, devido ao processo de resisténcia a insulina, tendem a
ter formas mais agressivas de DAOP que resultam na necessidade de
amputacdo dos membros 5 a 10 vezes mais do que os nao-diabéticos. (Dua;

Lee, 2016; Criqui; Aboyans, 2015).
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Niveis elevados de colesterol total permanecem fortemente
associados a DAOP em analise multivariada na maioria dos estudos, porém
a relacdo CT/HDL-C parece ser o marcador de risco para DAOP mais
significativo (Fowkes et al.,2017). Na comparacdo entre os trés grupos
envolvidos no estudo, as taxas de colesterol total ndo foram estatisticamente
significativas.

Os niveis séricos de LDL-C, triglicérides e néao-HDL-C néo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os trés grupos de
estudo. Os estudos de Van Den Berg et al., 2016 e Stoekenbroek et al., 2016,
corroboram estes resultados. Naqueles estudos, 0s niveis séricos de
triglicérides também néo foram significativamente associados a DAOP apés o
ajuste para outras medidas lipidicas e a associacdo de DAOP com o LDL-C foi

fraca (Van Den Berg et al., 2016; Stoekenbroek et al., 2016).

Em nosso estudo, menores concentracdes séricas de HDL-C foram
encontradas nos pacientes com DAOP, com ou sem DM, em comparagdo com
0 grupo controle. As taxas de HDL-C foram ainda menores no subgrupo
DAOP/DM quando comparados com o subgrupo DAOP/SD. A literatura,
corrobora estes resultados. Menores niveis de HDL-C permaneceram
associados a DAOP na andlise multivariada na maioria dos estudos (Fowkes et
al.,2017). Ha uma variedade de artigos com evidéncias clinicas e
epidemioldgicas que sustentam o conceito de que individuos com DM
apresentam maior risco de desenvolver DAOP. Baixos niveis de HDL-C sé&o
frequentemente encontrados nesta populacao (Faludi, A.A. et al., 2017).

A luz do conhecimento atual, HDL-C e ApoA-l elevados permanecem

sendo os principais fatores ateroprotetores para o desenvolvimento da DAOP
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(Criqui, et al ., 2005; Criqui; Aboyans, 2015; Fowkes et al., 2017; Ness;
Aronow; Ahn, 2000). DM esta fortemente associado ao desenvolvimento da
DAOP e os niveis de HDL-C e Apo A-l, nessa populacdo, sdo geralmente
baixos. (Fowkes et al.,2017; Faludi, et al., 2017; Patti et al., 2019). Em nosso
trabalho, menores concentracbes séricas de ApoA-I foram encontradas nos
pacientes com DAOP em comparacdo com o grupo controle, em conformidade
com a literatura. A ApoA-I foi ainda mais baixa no subgrupo DAOP/DM guando

comparados com o subgrupo DAOP/SD.

A HDL pode sofrer modificacbes em sua estrutura e composicao,
acarretando em alteracdes funcionais da particula (Norata; Pirillo; Catapano,
2006). Foi descrito que alteracdes na composicdo e metabolismo da HDL
resultando na instabilidade das particulas da lipoproteina, podem estar
associadas a doencas (Kontush; Chapman, 2006). Essas alteracdes
metabdlicas levam a particula de HDL a perder sua atividade biolégica normal
e adquirir propriedades proé-aterogénicas (Kontush; Chapman, 2006). Como
consequéncia da instabilidade, a lipoproteina pode sofrer alteracdo em sua
capacidade de receber os lipideos constituintes. As concentracdes das demais
lipoproteinas plasmaticas e a atividade de enzimas envolvidas no metabolismo
lipidico sdo provavelmente determinantes de alteracfes funcionais da HDL

(Ferreti et al., 2006; Norata; Pirillo; Catapano., 2006).

Dentre as alteracdes, destacamos a que esta relacionada a troca de
lipideos entre lipoproteinas, importante mecanismo no transporte reverso de

colesterol, e que foi avaliada no presente trabalho por meio da capacidade da


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Norata%20GD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pirillo%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Catapano%20AL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Norata%20GD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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HDL em receber lipides. Esse mecanismo foi analisado neste trabalho por
meio da taxa de transferéncia dos lipides constituintes da LDE para HDL.

Neste contexto, observamos que a transferéncia de ambas as formas
de colesterol, ndo esterificado e esterificado, foi menor nos portadores de
DAOP e DAOP/DM em comparacdo ao grupo controle. Similarmente a
transferéncia de colesterol das células para o HDL que impede o acumulo
celular de colesterol, a transferéncia de colesterol das lipoproteinas contendo
Apo B para HDL também pode ser protetora contra a aterogénese. (Maranho;
Freitas, 2014). Nesse sentido, a associacdo de menores taxas de transferéncia
de colesterol ndo esterificado e esterificado para HDL com a presenca de DAC
precoce e em grupos de pacientes com diabetes tipo 2 com ou sem DAC foi
previamente encontrada por Maranhdo et al. e Sprandel et al. , utilizando o
mesmo ensaio de transferéncia lipidica in vitro (Maranhdo et al., 2012;
Sprandel et al., 2015).

A diminuicdo da transferéncia de colesterol livre para a HDL pode
diminuir o processo de esterificacdo de colesterol. Na fracdo HDL reside o
grande sitio de esterificacdo no compartimento plasmatico, porque nesta fracao
se encontra a LCAT e a Apo A-l, o co-fator desta enzima e principal
apolipoproteinas da HDL. A diminuicdo da disponibilidade do substrato, ja que
transferéncia de colesterol livre para a HDL estda diminuida, resulta na
diminuicdo do produto, os ésteres de colesterol. Pode presumir-se que o
colesterol livre que fica retido nas outras fragcdes lipoproteica, onde a presenca
de LCAT e Apo A-l é reduzida, possa precipitar-se nos vasos sanguineos e
células circulantes no plasma. No caso da artéria, o acimulo de colesterol pode

ser estopim para fendmenos iniciais da aterogénese, dado a grande
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importancia do colesterol na fluidez das membranas celulares e funcédo das
proteinas de membrana (Santos et al., 2003; Couto et al., 2007; Maranhao;
Freitas, 2014).

Como consequéncia do impacto da resisténcia a insulina sobre a acéo
da lipoproteina lipase e de muitas outras etapas do metabolismo lipidico
(Maranhao; Freitas, 2014), a principal caracteristica da dislipidemia do diabetes
tipo 2, consiste na hipertrigliceridemia e na reducdo do HDL-C (Maranhdo;
Freitas,2014). Neste estudo, menor HDL-C estava presente na DAOP/DM, mas
niveis de triglicerideos estatisticamente mais elevados ndo foram encontrados.
Outro aspecto importante dos resultados atuais foi o achado de que a
transferéncia in vitro de colesterol ndo esterificado e esterificado para HDL foi
ainda menor em DAOP/DM que em DAOP. De fato, no estudo de Sprandel et
al. (Sprandel et al., 2015) a transferéncia de colesterol ndo esterificado e
esterificado foi diminuida em pacientes com diabetes tipo 2 em comparacéao
aqueles sem DAC. Assim, pode-se levantar a hip6tese de que, se as
transferéncias marcadamente diminuidas das duas formas de colesterol séo de
fato um fator de agravamento do processo de aterosclerose nas artérias
periféricas.

A concentracdo de LCAT foi igual entre os trés grupos, mas a CETP
mostrou uma tendéncia ndo significativa para valores de concentragdo mais
baixos quando DAOP e DAOP/DM foram comparados aos controles. No caso
de a concentracédo de CETP, proteina responsavel pela troca tanto de éster de
colesterol quanto de triglicerideos, ser de fato menor nesses grupos, isso

poderia, pelo menos em parte, explicar a menor transferéncia de colesterol
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esterificado e triglicérides observadas nos grupos DAOP quando comparados
ao controle.

No que diz respeito as correlacbes encontradas neste trabalho,
podemos destacar a correlacdo positiva encontrada entre as taxas de
transferéncia de colesterol livre e as concentracdes de Apo A-l e HDL-C, ou seja,
guanto menores sao as concentracoes de Apo A-l e de HDL-C, menores sao as
taxas de colesterol livre recebido pela HDL. Neste caso, podemos sugerir que a
menor transferéncia de colesterol ndo esterificado encontrado neste estudo, esta
relacionada a menor concentracdo da lipoproteina receptora encontrada nesses
pacientes, sendo mais agravante quando apresentam a diabetes associada.

Outra correlagdo positiva encontrada foi entre a taxa de colesterol
esterificado e as concentracdes de CETP. Apesar de nao ter sido significante, a
menor concentracdo de CETP encontrada nos portadores de DAOP pode
explicar a menor transferéncia de colesterol esterificado para HDL encontradas
nesses pacientes. De fato, menor concentracdo de CETP pode levar a menor
passagem de colesterol das lipoproteinas doadoras para a HDL, resultando em
menor % de éster de colesterol nessa fracao lipoproteica. Ressalta-se que a
CETP promove dois tipos de troca entre as lipoproteinas. A primeira e mais
comum, é a troca de éster de colesterol por triglicerideo. A segunda promove
troca somente de éster de colesterol entre as lipoproteinas (Rajaram; Chan;
Sawyer, 1994). Logo, a diminuicdo dessa taxa de transferéncia pode ser devida a
quantidade de éster de colesterol presente nessa particula que recebe além de
triglicérides , o proprio éster de colesterol, em processo ciclo-dependente.

No tocante a analise multivariada, houve uma correlacdo negativa entre

as taxas de transferéncias do fosfolipideo e do triglicerideo com a presenca da
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doenca, ou seja, significa que a presenca de DAOP esta relacionada com a

diminuicdo das taxas de transferéncias desses lipides.

Como limitacdo do estudo, o pequeno tamanho amostral pode ter
prejudicado o aparecimento de alguma estatisticamente diferenca significante
em algun parametro onde se presume, por informacéo da literatura, que haja
diferenca, embora pequena, entre DAOP e normais, como é o caso do LDL-C.
(Fowkes et al., 2017).

Os resultados deste estudo destacam a importancia de explorar a
associacao entre a doenca e os aspectos funcionais e metabdlicos do HDL. A
este respeito, enquanto o HDL-C néao foi diferente entre DAOP e controles, as
taxas de transferéncia de colesterol foram menores, indicando uma possivel
deficiéncia na capacidade de promover a homeostase do pool plasmatico de

colesterol.
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Em concluséo, a baixa transferéncia de colesterol ndo-esterificado para
HDL, estimada pelo ensaio in vitro, apareceu como biomarcador da presenca
de DAOP. Foi marcante, é preciso frisar, que a taxa de transferéncia de
colesterol n&o-esterificada tenha sido ainda menor nos pacientes com DAOP
associada a presenca de diabetes mellitus tipo 2 do que naqueles com DAOP
sem diabetes. Este achado pode estar relacionado com a fisiopatologia da
DAOP nos pacientes diabéticos. Nesta visdo, esses pacientes, tendo fracdo
HDL disfuncional, no caso com menor capacidade de captar colesterol ndo-
esterificado, teria defeito em um importante mecanismo anti-aterogénico,
estando assim mais predisposto a desenvolver DAOP. Portanto, nossos
achados indicam a necessidade de se explorar mais intensamente a HDL e
suas propriedades com vistas a aspectos preventivos e terapéuticos da DAOP

e, especialmente, da DAOP acompanhada de diabetes.
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