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RESUMO

TiTULO: Estudo da cinética plasmatica do colesterol livre e esterificado em diabéticos
tipo 2 com e sem doenca arterial coronariana diagnosticada.

INTRODUGAO:. A dislipidemia diabética € um dos principais fatores de risco para
doencga arterial coronaria (DAC) O uso de uma nanoemulsdo LDL-simile para avaliar
clearance do éster de colesterol(EC) e colesterol livre(CL) do intravascular mostrou uma
remogao acentuada do CL e um maior depdsito em vasos sanguineos de individuos
com DAC avangada. OBJETIVOS: Identificar em DM2 a cinética plasmatica do CL e
EC; se ha diferenga na cinética de CL e EC em DM2 assintomaticos para DAC com e
sem aterosclerose subclinica. METODOS: Estudou-se 12 DM2 e 09 controles pareados
para idade e sexo. A aterosclerose subclinca foi avaliada pela presenca de Calcificagao
na artéria coronaria (CAC). A Nanoemuls&o artificial LDL—simile com dupla marcacgéo
radioativa '*C-EC, *H-CL foi utilizada para o estudo cinético do colesterol, sendo
injetada nos participantes e amostras de sangue foram coletadas durante 24 horas para
mensuracao da radioatividade. Remocao dos lipides da circulagao foi calculada por
analise compartimental. Mediu-se a taxa de esterificacdo do *H-CL no plasma e avaliou-
se a capacidade in vitro da HDL de receber lipides a partir das LDL-simile.
RESULTADOS: Os diabéticos tiveram IMC, CA e CA/CQ maior que os controles,
respectivamente: 31,9 + 4,6 vs. 27,1+ 2,4, p<0,05; 104,9 + 9,8 vs. 94,2 + 7,3, p<0,05;
0,98 + 0,09 vs.0,89 £ 0,06, p<0,01. A glicemia de jejum (171 £ 96 vs. 83 + 7,5 mg/d|, p
<0,05) e hemoglobina glicada (8,9 + 2,1 vs. 5,6 = 0,4%, p<0,05) também foram maiores
no DM2. A concentragéo de colesterol total, LDL, HDL, Triglicérides e apolipoproteinas
A1,B e E nao diferiu entre os grupos. A Taxa fracional de remocéo (TFR)'*C-EC foi 22%
maior DM2 que nos controles (0,07 + 0,02 vs. 0,05 + 0,01 h™', p<0.01). A TFR®H- CL foi
semelhante entre os dois grupos, bem como a esterificagdo. A presenga de CAC no
grupo DM2 n&o alterou a remogao de EC e CL nesses pacientes. In vitro a capacidade
da HDL em receber EC (4,2 + 0,8vs. 3,5 £ 0,6 %, p=0,03) e TG (6,8 £ 1,6 vs. 5,0 £ 1,1,
p=0.03) foi maior nos DM2. CONCLUSOES: A remocdo acelerada do '“C-EC na
populacdo DM2 e a remogdo semelhante do *H-CL quando comparado com grupo
controle, pode sinalizar alteragdes na génese da dislipidemia diabética. O fato dos DM2
com CAC assintomatica ndo apresentam alteracbes na remocédo de colesterol livre
sinaliza uma provavel relacao do CL com a instabilidade da placa aterosclerética.

Palavras Chaves: diabetes tipo 2; dislipidemia; doenca coronaria.



SUMMARY

TITLE: Plasma kinetics of study of the free cholesterol and cholesteryl ester in type 2
diabetes mellitus patients with and without coronary artery disease.

INTRODUTION: The diabetic dyslipidemia is one of the most important risk factor in the
development of coronary artery disease (CAD). The LDL-like nanoemulsion is being
used to study the clearance of cholesteryl ester(CE) and free cholesterol(FC) from
intravascular in patients with advanced CAD and it was shown a higher removal of FC
and higher deposit in vases. OBJECTIVE: The aim of this study is to analyze the
plasma kinetics of FC and CE in Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM); and identify if there
are any differences in the removal of FC in the presence of subclinical atherosclerosis in
asymptomatic patients with T2DM. METHODS: It was studied 12 T2DM and 09 controls
paired by age and gender. The LDL-like nanoemulsion labeled with radioactive: '*C-
cholesterol ester (CE), *H-cholesterol free (CF) was used on plasma kinetics. The
nanoemulsion was injected intravenously in all participants and blood sample was
collected over 24 hours for radioactivity measurement. The intravascular lipid removal
was calculated through compartmental analysis. The intravascular esterification of FC
contained in the nanoemulsion was calculated. The ability of HDL to received lipids from
LDL-simile were observed in vitro essays. Coronary Calcium Score was detected to
identify subclinical atherosclerosis. RESULTS: T2DM patients had a bigger BMI, waist
and waist/hip than control, respectively 31.9 £ 4.6 vs. 27.1+ 2.4, p<0.05; 104.9 + 9.8 vs.
94.2+7.3, p<0.05; 0.98+ 0.09 vs. 0.89 + 0.06,p<0.01. Fasting glycemia (171 + 96 vs. 83
+ 7.5 mg/dl, p <0.05) and glycated hemoglobin( 8.9 + 2.1 vs. 5.6 + 0.4%,p<0.05) was
higher in T2DM, and there was no differences in the concentration of Total cholesterol,
HDL, LDL, Triglycerides and apolipoproteins A1, B and E concentrations. The
Fractional Clearance rate (FCR) '*C —CE in T2DM was 22% bigger than control ( 0.07 +
0.02 vs. 0.05+ 0.01 h™!, p<0.01). FCR *H-CF was similar between the groups. The CAC
in T2DM did not show differents TFR in CE and FC in these group. In Both groups there
was no statistical difference in FC esterification rate. The HDL ability to received CE
(4.2+0,8vs. 3.5%+0,6 %, p=0,03) and TG (6.8 + 1.6 vs. 5.0 + 1.1, p=0.03) from LDL-like
nanoemulsion was higher in T2DM. CONCLUSIONS: The higher removal of "*C-CE and
similar removal of FC in T2DM can be related to the genese of the diabetic dyslipidemia.
The similar removal of FC between the control group and T2DM asymptomatic CAD,
with and without subclinical atherosclerosis, could possibly signalize to the relation of FC
and the atherosclerotic plaque stability.

Keywords: type 2 diabetes; diabetic dyslipidemia; lipoproteins kinetics
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1. Introducao
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O diabetes mellitus tipo 2 € uma doenga metabdlica caracterizada por apresentar
hiperglicemia crbénica, em fungao de uma producéo insuficiente de insulina pela célula 3
pancreatica e uma menor sensibilidade dos tecidos a acdo da insulina. O diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) é a forma mais comum de diabetes, acomete normalmente a
populacdo adulta e vem tendo um aumento na sua prevaléncia nas ultimas décadas.
Atualmente estima-se que 194 milhdes de pessoas tenham diabetes no mundo e em
2025 esse numero se elevara para 330 milhdes (1; 2).

Uma série de complicagdes cronicas incapacitantes a longo prazo irdo acometer
a populacédo de diabéticos especialmente nos individuos com controle glicémico nao
adequado. As complicagbes mais graves sao a perda da visado, a lesdo renal terminal, a
amputacdo ndo traumatica de membros inferiores e o infarto agudo do miocardio. E o
risco de desenvolver tais complicacbes que faz o diabetes mellitus tipo 2 ser
considerado um dos principais problemas de saude dos dias atuais (2; 3).

A mortalidade desses pacientes encontra-se relacionada ao aumento de casos de
doengas cardiovasculares (DCV), sendo a doenga arterial coronaria (DAC) a principal
responsavel pela mortalidade dos portadores de DM2(4).

A doenca aterosclerdtica no diabético apresenta-se de forma mais difusa e
agressiva, agravando o prognostico dos eventos isquémicos nesses pacientes. No
diabético o infarto agudo do miocardio frequentemente € mais extenso, apresentando
menores taxas de sobrevida em médio prazo quando comparado com a populacédo de
nao-diabéticos(5).

A despeito dos grandes avangos na abordagem da DAC, ainda observamos um
grande numero de 6bitos em individuos DM2 assintomaticos para DAC. Em estudos de
autopsia a prevaléncia de diabetes com DAC é de 50-80%(6) Estima-se que apenas
20% dos diabéticos possuem DAC sintomatica(7). Em torno de 46% de pacientes
diabéticos assintomaticos sem complicagbes cronicas apresentaram calcificagao

coronaria indicativa de aterosclerose (6; 8).
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Mesmo exames com metodologia mais sofisticada ainda mostram-se
insuficientes para identificar pacientes de alto risco para o desenvolvimento de DAC.
Além disso, sabe-se que até o momento modelos preditivos mais complexos falham na
estratificacdo adequada destes pacientes. (9)

As razdes para essa alta morbidade cardiovascular nos pacientes diabéticos
ainda ndo estdo totalmente compreendidas. Apesar da dislipidemia e hipertensao
arterial sistémica estarem associadas com alta frequéncia na populacdo diabética, o
risco aumentado para eventos cardiovasculares persiste mesmo quando é ajustada a
dislipidemia e a hipertensao arterial. (10; 11). Mecanismos propostos para o aumento
do risco cardiovascular em diabéticos incluem: glicosilagdo e oxidagao de lipoproteinas
e da parede arterial(12; 13), nefropatia, albuminuria, alteragbes microvasculares da
vasavasorum, hipertensio arterial, obesidade, alteragdes hemostaticas e plaquetarias e
dislipidemia associada ao diabetes. O diabetes mellitus por si confere um risco de 75%
a 90% de DAC(14; 15).

1.1- O papel daresisténcia ainsulina e o risco cardiovascular

A resisténcia a insulina (RI), levando a disfungdo endotelial precoce e a
dislipidemia, €& considerada “o elo comum” entre o diabetes e o risco para o
desenvolvimento de doencga cardiovascular agressiva nesses individuos(16; 17).Como
citado anteriormente, o principal defeito metabdlico presente é a redugcdo na massa de
célula B, em funcdo de aumento do apoptose e defeito nos mecanismos regeneragao
celular(18). A resisténcia a insulina nos tecidos adiposo, musculo e figado geralmente
associada a obesidade que com frequéncia é encontrada no paciente com diabetes tipo
2, passa entao a ser o fator desencadeande ou agravante para a deficéncia secretéria
da célula B, podendo até ser primaria a esta(19).

A RI é, também, considerada o principal componente fisiopatoldgico para a
existéncia da sindrome metabdlica(20), que foi descrita como uma sindrome clinica na
qual a associacdo de hipertensao arterial, dislipidemia e obesidade levariam a um
aumento no risco cardiovascular(21; 22). Entretanto, a sindrome metabdlica em si é

atualmente questionada em ser um quadro sindrémico , ou seria simplesmente uma
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associacao de fatores de risco que se sobrepbem para instalagdo da doenca
cardiovascular(23). Se o diabetes tipo 2 € incluido ou ndo na definicdo da sindrome
metabdlica também €& controverso, mas é amplamente reconhecido o fato € que os
mecanismos fisiologicos alterados na resisténcia a insulina, ndo s6 explicam o
surgimento do diabetes, como também da aterosclerose(24; 25).

Inumeras evidéncias demostram que a RI esta presente provavelmente por
tempo prolongado. antes mesmo do surgimento da hiperglicemia. Quando associada a
uma faléncia da célula B em secretar insulina, a Rl culmina em um desequilibrio no
metabolismo de carboidratos, gerando a glicemia de jejum alterada, a toleréncia a
glicose dimuida e o diabetes mellitus tipo 2. No entanto, nas fases pré-faléncia de célula
B, a hiperinsulinemia compensatoria € o que vai favorecer as modificagdes no
metabolismo de lipides, na atividade do sistema nervoso simpatico e no estimulo de
fatores inflamatérios, contribuindo para a instalagao da doencga cardiovascular de forma

precoce nesses pacientes(20; 22).

A disfuncdo endotelial micro e macrovascular, ocasionada pela Rl, que é
observada antes do aparecimento da hiperglicemia e ja presente nas fases iniciais do
DM2, teria um papel fundamental na aterogénese(26). A interacao inflamacao, diabetes
e aterosclerose sugerem que o processo inflamatorio contribui na patogenia de ambas
as doengas. CERIELLO em 2004, revendo a hipétese do elo comum sugere que o
stress oxidativo seria 0 mecanismo comum pelo qual a Rl levaria a lesao endotelial € a
lesdo da célula B, fazendo o diabetes e a doenga cardiovascular estar intimamente

relacionados(16).

1.2 O controle glicémico e o risco cardiovascular

A geracéao dos produtos finais de glicagdo avangada (AGE) — é considerada uma
das razdes para a lesdo macrovascular(27). A formacao dos AGE esta aumentada nos
diabéticos(28), em fungdo da hiperglicemia crénica. Os AGEs sao originados de

reagdes ndo enzimaticas entre proteinas extracelulares e lipides com a glicose e vao
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acelerar a aterosclerose tanto por mecanismos dependentes quanto por independentes

de receptores especificos(13).

Essa taxa de formacao de compostos protéicos e lipidicos com AGEs € um
mecanismo importante para acelerar a aterosclerose nos diabéticos(29), uma vez que
acumulam AGE no interior de macrofagos e das células endoteliais desses individuos.
A interagdo das lipoproteinas modificadas por AGEs com o colageno na matriz
extracelular favorece o sequestro das lipoproteinas e de imunoglobulinas no espago
subendotelial. As modificagdes nas lipoproteinas podem ocorrer tanto nas
apoliproteinas como nos fosfolipides, diminuindo a remogé&o da particula de lipoproteina
via os receptores especificos, como por exemplo o receptor de LDL (lipoproteina de
baixa densidade), aumentando a oxidacdo dessas particulas. A captacdo das
lipoproteinas modificadas pelos AGEs vai estar aumentada pelos macréfagos em
comparacgao as lipoproteinas ndao modificadas em fungdo de uma maior afinidade dos
receptores nao especificos (receptores scavenger) por lipoproteinas modificadas.
Receptores especificos de AGEs (RAGES) foram descritos em diferentes tecidos entres
0s quais as células endoteliais, a célula muscular lisa e os macrofagos, e sao
importantes no processo de instalacdo e progressdao da aterosclerose. Os RAGES
sofrem uma regulagcdo aumentada na sua expressdo ao se ligar aos AGEs,
principalmente em diabéticos e em processos relacionados ao envelhecimento. A
interacado AGEs e RAGES, vai estimular o estresse oxidativo celular e,
consequentemente, sinaliza para producéo de citocinas inflamatdrias fundamentais na

formacao da placa de ateroma (29).

A hiperglicemia por favorecer a formacao de AGES, passou a ser o foco principal
de atencdo para controle do DM2 e redugdo de suas complicagbes micro e

macrovasculares(30; 31).

Em relagao ao risco cardiovascular no diabetes tipo 2, apesar da hiperglicemia
de jejum (32; 33) e pos prandial(34) e aumentos de hemoglobina glicada(35-37)
estarem relacionadas a aumento deste, os grandes estudos clinicos falharam em

mostrar reducdo de morbidade macrovascular com o tratamento glicémico intensivo.
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Em 1998, o United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) (38) foi o
primeiro estudo a mostrar que a hiperglicemia ndo € um fator tdo marcante para a
doenca macrovascular como mostrou ser para a microvascular. Para um aumento de
A1c (hemoglobina glicada) em 5,5 % o risco para a doenga microvascular aumenta 10
vezes enquanto o risco para a doenga macrovascular aumenta apenas duas vezes.
Apenas o brago do UKPDS em uso da metformina mostrou redugdo de evento
cardiovascular(39). Outros estudos foram entdo idealizados para tentar elucidar se a
reducao na glicemia era importante na prevengao da aterosclerose, ou se apenas seria
mais um fator associado a hipertensao arterial e dislipidemia(40-43).

No estudo ADVANCE(Action in Diabetes and Vascular Disease), pacientes
diabéticos nao se beneficiaram do controle glicémico para redugdo do risco
cardiovascular, mas sim a microalbuminuria foi um fator determinante para tal(41). O
estudo ACCORD (Action to control cardiovascular risk in diabetes), mostrou que o
controle glicémico rigoroso aumentou a mortalidade por DCV gerando duvidas se a
melhora no controle glicémico seria benéfica para reduzir a mortalidade por DCV(42).
Em 2008, a continuagdo do estudo UKPDS(43) mostrou que aqueles pacientes
mantidos em bom controle glicémico passaram a apresentar um menor numero de
eventos cardiovasculares em um periodo de dez anos em comparagao aos pacientes
sem controle rigido da glicemia no estudo original do UKPDS.

Apesar se ser reconhecida importédncia do papel da hiperglicemia para o
desenvolvimento da aterosclerose permanecem ainda n&do adequadamente
esclarecidos os motivos da baixa eficacia das intervengdes sobre esta glicemia na
reducédo do risco cardiovascular. (22; 38; 44).

Também foi o UKPDS um dos primeiros estudos que evidenciou a importancia
da dislipidemia diabética no risco cardiovascular de diabéticos do tipo 2(27), ao
mostrar que o aumento na concentracdo de LDL e a diminui¢do da concentragao de
HDL (lipoproteina de alta densidade) foram preditores do infarto do miocardio. Neste
estudo o aumento da concentracdo de LDL foi o principal fator de risco para DAC,
seguido da diminuigdo na concentragéo de HDL, sinalizando a importancia do controle
lipidico no diabético(27; 45).

Diferentes estudos buscaram entdo avaliar a efetividade da corre¢cdo dos
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multiplos fatores de risco para prevengcdo da DAC(40; 46-49). No estudo Heart
Protection Study observou-se que a redugao do risco cardiovascular com a corregao
da dislipidemia tende a ser maior no grupo de diabéticos em relacdo aos né&o
diabéticos(46).

Baseados no fato do tratamento das alteragdes lipidicas e de lipoproteinas
parecerem ter um maior impacto que o controle glicémico para prevencao da DAC nos
DM2(50), os valores da meta de tratamento de LDL vem sendo reduzidos
gradualmente nas ultimas diretrizes de tratamento(51-54). Considerando que estudos
observacionais The Strong Heart Study(47) e The Collaborative Atorvastatin Diabetes
Study (51) mostraram melhora no risco cardiovascular com metas de LDL em torno
70-80mg/dI(47; 51; 55) para pacientes diabéticos, a atual diretriz de tratamento da
ADA (American Diabetes Association) reduziu a recomendagédo de concentragdo de
LDL de abaixo 130mg/dI(53), para LDL <100mg/dl (51; 54), colocando como meta
opcional LDL <70mg/dL.

1.3. O metabolismo do colesterol e lipoproteinas

O colesterol € um componente essencial para os seres vivos, com fungdes
importantes na constituicdo de membranas celulares e organelas, e sintese hormonal.
No sangue dois tergos do colesterol transportado € o éster de colesterol, e em fungao
de sua caracteristica hidrofébica sao transportados no plasma pelas lipoproteinas(56).

As lipoproteinas s&o particulas esféricas, constituidas pelos lipides hidrofébicos
como éster de colesterol e triglicérides, que ocupam o centro ou core da particula, e
substancias hidrofilicas - colesterol livre, ou ndo esterificado, e proteinas e fosfolipides
dispostos na sua superficie(56). (FIGURA 1).

Existem diferentes tipos de lipoproteinas que séo classificadas pelo tipo de lipidio
que carregam e pela sua densidade (TABELA 1). Dependendo de seu local de sintese
tera um diferente conteudo lipidico e protéico. Sado as proteinas presentes nas
lipoproteinas, ou apolipoproteinas (apo) (TABELA 2), que permitem a interagcao da

lipoproteina com seus receptores de diferentes tecidos. As apos também atuam como
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cofatores para diferentes enzimas que agem sob o conteudo lipidico das lipoproteinas,

sendo importante para a homeostase do colesterol plasmatico. (57; 58)

Figura 1. Modelo esquematico da lipoproteina plasmatica.
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Adaptada de LipoScience(59).

A concentracao de colesterol no plasma € diretamente proporcional ao risco de doenca
cardiovascular(60). Por consequéncia fatores envolvidos na regulagdo da sintese,
transporte das lipoproteinas, e degradacao do colesterol, estardo envolvidos direta ou

indiretamente com fisiopatologia da aterosclerose(61).
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TABELA 1: Principais tipos de lipoproteinas presentes no plasma e suas caracteristicas.

Tipo Tamanho (nm) Origem tecidual Lipides Principais apolipoproteinas
constituintes

Densidade
(g/mL)
Quilomicrom 50-200/ Intestino 85% 2% proteinas
<0.95 Triglicérides Principal-B48
9% fosfolipides Outras- A1, A4 (E, C1, C2,
4% colesterol = C3—transferido da HDL)
Quilomicrom <1.006 Intestino 60% B48, E
remanescente Triglicérides
20% colesterol
30-70/<1.006 50%
Triglicérides
20% 10% proteinas
Colesterol Principal-B100
VLDL Figado 20% fosfolipide Outras-E, C1, C2, C3
1.006-1.019 35% Colesterol
VDL 25%
remanescente Derivado do VLDL triglicérides B100, E
LDL 20-25/1.019- Derivado do VLDL 45% Colesterol 25% de proteina
remanescente 20% fosfolipide Principal-B100
10%
triglicérides
HDL 8-11/1.063- Figado,intestino, 25% 55% de proteina
plasma fosfolipides Principal- A1
15% Colesterol Outras- A2, C1,C2,C3, E
5% triglicérides
HDL, /1.063-1.125
HDL; /1.125-1.21
Lp(a) /1.05-1.09 Figado 60% Colesterol B100, apo(a)

5% triglicérides

Adaptado de Maheley(56)
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TABELA 2: Caracteristicas e principais fung¢des das principais apolipoproteinas.

Apolipoproteinas Concentragao* / Principais Funcgao principal
PM(x1000) locais de
sintese
A1 130/ 29 Figado Proteina estrutural /HDL; Cofator para

intestino LCAT; Importante TRC;Ligante de
ABCA1 e SR-B1

A2 40/=17 (dimer) Figado Inibicdo da ligacdo da apo-E com
receptores (complexo E-All)

A4 40/=45 Intestino Facilita o efluxo de colesterol das
células; Ativador da LCAT; Facilita a
secrecgao de lipides pelo intestino

A5 <1/39 Figado Ativagdo da LPL-mediando lipolise;
provavel inibicdo hepatica da sintese de
VLDL

B100 85/=513 Figado Proteina estrutural /VLDL and LDL,;

Ligante do receptor de LDL

B48 Variavel/=241 Intestino Proteina estrutural /Quilomicrons

C1 6/=6.6 Figado Modula a ligacao de remanescentes
aos receptores; ativa LCAT

Cc2 3/8.9 Figado Cofator da LPL

C3 12/ 8.8 Figado Modula a ligacao de remanescentes
aos receptores; Inibidor da LPL

E 5 /=34 Figado, Ligante dos receptores de LDL e
cérebro, pele, remanescentes; redistribuicao de lipides
testiculos, local; TRC(HDL com apo-E)
Baco

mg/dL. PM- peso molecular; ABCA1-ATP binding cassette transportador A1; apo-apolipoproteina; HDL- lipoproteina de alta
densidade; LCAT-lecitina-colesterol aciltransferase; LDL-lipoproteina de Baixa Densidade; LPL- lipase lipoprotéica; SR-BI-
scavenger receptor tipo Bl; VLDL-lipoproteina de muito baixa densidade. Adaptado de Maheley(56)

1.3.1 Enzimas envolvidas na homeostase
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-Lecitina Colesterol Acil-Transferase (LCAT)

LCAT é uma enzima sintetizada no figado que ao ser secretada na circulagao
vai se associar a lipoproteinas e lipidios livres. Catalisam a transferéncia de 2 grupos
acil da lecitina e fosfotidilcetoetanolamina para colesterol livre(62). A reagao da LCAT
utiliza apo A1 como cofator, resultando em mais moléculas de éster de colesterol que
por serem hidrofobicas vao acumulando no interior da particula de HDL e permitindo
que outras moléculas de colesterol livre sejam captadas pela HDL(62). A LCAT
também é capaz de esterificar o colesterol na LDL, mas sua acado € mais favoravel na
HDL pois a apo A1 que € um excelente cofator para agao dessa enzima, € a apo mais
encontrada nas HDLs(61).

A reagao de esterificacado do colesterol no plasma é determinado pela atividade
de LCAT, concentracédo de TG e o tipo de HDL, sendo que a HDL, tem maior atividade
de LCAT que HDL3(63).

-Proteina transportadora de éster de colesterol

A CETP (proteina transportadora de éster de colesterol) é sintetizada no figado
e tecido adiposo e secretada ja associada ao HDL para a circulagdo(62). Realiza a
troca de triglicérides e éster de colesterol entre as lipoproteinas. As proteinas ricas em
TG (VLDL, VLDL remanescente e o quilomocrom remanescente) recebem EC das
HDL e LDL, e enriquecem-se com TG. Vamos ter particulas de HDL maiores, ricas
em TG e depletadas de EC. A LDL por sua vez se transforma pela lipase em LDL
pequena e densa, rica em TG e pobre em EC. O processo de transferéncia de lipides
entre as lipoproteinas via CETP é dependente da atividade de CETP, da
concentracdo de HDL e de lipoproteinas ricas em TG e também do conteudo de

fosfolipide e colesterol livre dessas particulas(64).

-Proteina Transportadora de Fosfolipides

A proteina transportadora de fosfolipides (PLTP) é responsavel pela
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transferéncia de fosfolipides e colesterol livre entre lipoproteinas durante a lipdlise e
pode promover a transferéncia de éster de colesterol entre lipoproteinas ricas em
TG(62; 63). E uma enzima sintetizada no figado, pulm&o e tecido adiposo. Regula o
tamanho e a composi¢cao das particulas de HDL. Sendo importante para o transporte

reverso de colesterol.

- Lipases

Sao as principais enzimas envolvidas na interacdo das diferentes lipoproteinas.
Sao soluveis em agua, e tem como funcédo hidrolisar as cadeias éster dos lipidios
hidrofobicos (TG, fosfolipides e éster de colesterol). A lipase endotelial, lipase hepatica
e lipase lipoprotéica- migram para células endoteliais e se ancoram nos tecidos por
meio do heparan sulfato(62).
A lipase endotelial é responsavel pela hidrélise de fosfolipides de VLDL, QM e HDL. A
lipase hepatica (LH) faz hidrdlise de TG proveniente do VLDL e VLDL remanescentes, e
também é capaz de converter HDL, para HDL3; que s&o particulas mais densas. A
lipase lipoprotéica (LPL) esta envolvida na hidrélise de TG no musculo, tecido adiposo e
macrofagos, gerando AGL(acido graxo livre) e glicerol para o estoque de energia e

acbes metabdlicas(62).
1.3.2 A homeostase das lipoproteinas
A homeostase das lipoproteinas esta envolvida diretamente com a sintese de
colesterol pelo figado, e com o colesterol proveniente da dieta. (Figura 2). Existem
nos seres humanos diferengcas genéticas a considerar nessa regulagao de ambos os
mecanismos, mas em geral 70% do colesterol tera origem na sintese hepatica e
apenas 30% é proveniente da dieta(65).

1.3.2.1 Sintese de colesterol celular

O inicio da sintese de colesterol se da partir da acetil Coenzima-A (acetil-CoA)
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que direcionada para a via do mevalonato gera diferentes compostos precursores até
formar o colesterol. Um ponto chave nessa producédo e a conversdo de HMG-CoA
(Hidroxi-metil-glutaril-Coenzima A) para mevalonato pela HMG-CoA redutase. Esta e
outras enzimas finais da sintese s&o associadas ao reticulo endoplasmatico. No
reticulo endoplasmatico também teremos enzimas chaves dessa regulagdo da
produgdo como as que hidroxilam o colesterol e geram oxiesterois e enzimas que
esterificam o colesterol, adicionando um &acido graxo no carbono 3 da cadeia de
colesterol(66).

A regulagao da sintese e captagao de éster de colesterol nos hepatécitos se da
por receptores nucleares SREBP (sterol regulatory element binding protein) e LXR
(receptor X hepatico). O estimulo de SREBP aumenta a transcricdo de genes
relacionados a sintese de colesterol, enquanto o estimulo de LXR facilita o transporte

reverso, € aumenta a secreg¢ao de acido biliares(66; 67).
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Figura 2: Diagrama esquematico do metabolismo das lipoproteinas.

Colesterol e
Bile e 5 cid0s biliares

Gordura e
colesterol
da dieta

-&0’::1.-'

I LPL
s ***4 Tecido periférico
{1 :
B-48 E :
. LDL-R
:j 5 LCAT Sintese
- FU s
OOO O =— JBC\I Degradacdo
Al Efluxe |= ~ da ,
i lipoproteinal
A HDL Nascente
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lipoproteina de baixa densidade; HDL- lipoproteina de alta densidade; SRB1- receptor scavenger tipo b classe 1; LDL-R-
receptor de LDL; CETP- proteina de transferencia do ester de colesterol; LCAT- lecitina colesterol acil transferase; LPL- lipase

lipoprotéica; VLDL-R- receptor de VLDL; LH- lipase hepatica;FC- colesterol livre; ABCA1- ATP binding cassete transportador
tipo 1;LRP- recepto relacionado a lipoproteina. Adaptado de Chan.(68)

SREBP que esta no reticulo endoplasmatico é ativado quando temos baixo
conteudo de colesterol intracelular, sendo transportado ao complexo de Golgi, entao
SREBP sofre protedlise, migra ao nucleo e ativa a transcricdo de HMG-CoA redutase
e do receptor de LDL. O acumulo de colesterol intracelular bloqueia esse transporte

da SREBP ao nucleo por meio de alteracdo conformacionais de duas proteinas
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chaperonas a INSIG(Insulin induced gene) e SCAP(SREBP clevage activating
protein). SCAP esta associada ao SREBP e a INSIG esta ligada ao reticulo
endoplasmatico. A ligagdo de 25 hidroxi- colesterol com INSIG faz as chaperonas
ligarem-se entre si, e ndo permite que a SCAP entre no reticulo endoplasmatico
rugoso, diminuindo a sintese HMG-CoA e dos receptor de LDL(69; 70).

Um importante mecanismo para redugado de colesterol livre no reticulo
endoplasmatico € a esterificacdo, que sera catalisada pela Acil- CoA aciltransferase
(ACAT). Acidos graxos esterificados sdo estocados em gotas lipidicas que se
projetam a partir do reticulo endoplasmatico. A génese e a degradacédo das gotas
lipidicas nao esta totalmente entendida, e sofre influéncia da proteina caveolin, que
também age no processo de regulacédo das caveulas, e dos TG(66).

A captacao de lipoproteinas plasmaticas é um fator importante na regulagédo da
sintese de colesterol pelo figado, sendo o receptor de LDL um dos principais
receptores envolvidos nesta captacado. O receptor de LDL reconhece as apos B100,
presentes no VLDL, VLDL remanescentes e LDL, e apo E presentes em
remanescentes de Quilomicrons e VLDL, e VLDL(71).

Ja foi esclarecido que apds o reconhecimento da apo pelo seu receptor a
particula de lipoproteina sofre endocitose pela vesicula de clatrina e é transportada
para compartimentos endociticos acidos, no qual os éster de colesterol sio
hidrolisados pela lipase acida para originar colesterol livre que passam a se juntar ao
pool de colesterol livre das células. Grande parte do colesterol endocitado nas
particulas vai servir para reciclar o conteudo de colesterol de vesiculas internas e das
membranas lisossomais. As membranas de colesterol que remanescerem sao
enriquecidas com fosfolipides LBPA/ BMP (acidolisobifosfatidico/ bismono
acilglicerofosfato) que servem como reguladores no transporte interno do
colesterol(66).

Os ésteres de colesterol podem acumular nas células e exceder o conteudo de
colesterol livre destas como acontece com os macréfagos, por exemplo. Ja derivados
oxidados do colesterol, tem maior afinidade pela membrana e movem-se livremente
no meio aquoso podendo funcionar como sinalizador lipidico. No figado pela

caracteristica de serem solubilizados costumam ser secretados na bile, como acidos
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biliar. O éster de colesterol por suas caracteristicas tem de se intercalar com gotas de
lipidios para gerar um estoque de colesterol intracelular. Tanto essas gotas de éster
de colesterol acumulados, como os éster de colesterol captados das lipoproteinas
plasmaticas, quando nos hepatdcitos, sdo primeiros hidrolisados para gerar colesterol
nao esterificado ou livre, e apdés a hidrélise serdo direcionados para reposicao de

membrana ou sintese de lipoproteinas principalmente a VLDL(66).

1.3.2.2. Metabolismo das lipoproteinas Apo B 48

O colesterol proveniente da dieta é transportado do intestino para o figado e
deste, é distribuido pelo organismo. Na luz do intestino delgado o colesterol da dieta
vai ser solubilizado em micelas pelos esterdis do acido biliar, de forma que podem
entao difundir-se pelos enterécitos(66).

Na membrana de enterécitos temos diferentes transportadores ABCG5 e
ABCG8 que sao capazes de realizar o transporte do colesterol dos enterdcitos para a
luz intestinal. A NPC1L1(Niemman- Pick C1 like 1) facilita a captagado de micelas pelo
enterdcito, e quando inibida reduz de modo significativo a absorgéo de colesterol(66).

O processo de absorcao deste colesterol da dieta € complexo e envolve a
sintese nos enterdcitos dos quilomicrons, que € a lipoproteina responsavel em
entregar o conteudo de TG e colesterol da dieta ao figado. A via pela qual os
colesterdis das micelas chegam ao reticulo endoplasmatico do enterécito para dar
inicio a sintese do quilomicron é desconhecido. Quando no reticulo endoplasmatico, o
colesterol das micelas €& esterificado pela ACAT e alocado em vesiculas
conjuntamente com a sintese da apo B48, originando o quilomicron, que sera
secretado via vesiculas COPII até os vasos linfaticos(66).

Os QMs uma vez na circulagéo linfatica e venosa vao adquirindo apos, entre
elas apo E, que determinara o clearance hepatico dessa lipoproteina (conforme
explicado anteriormente). A apo E vai interagir com a LH que permite a hidrélise do
TG gerando um quilomicron remanescente, que pode ser captado pelo figado via
receptor de LDL e LRP(proteina relacionada ao receptor de LDL), sendo a particula

internalizada como um todo, e oferecendo dessa forma seu conteudo lipidico para a
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hidrolise, direcionando o AGL e colesterol para a sintese de VLDL(72).

1.3.2.3 Metabolismo de lipoproteinas Apo B 100

A sintese de VLDL inicia-se quando houver suficiente conteudo de lipides no
reticulo endoplasmatico, sintese de Apo B100 e interagcdo com MTP (proteina de
transferéncia de triglicérides microssomal). A MTP é importante para catalisar e
incorporar os lipides na Apo B100. Uma particula imatura de VLDL é secretada a
partir do reticulo endoplasmatico e vai ao complexo de golgi, onde sera adicionado
TG. Logo temos a formagdo de um VLDL pobre em TG ou VLDL, que pode ser
secretado, ou continuar a ser lipidado, por um processo provavelmente dependente
de ARF (ADP- fator ribosilagcéo) e vir a constituir um VLDL rico em TG ou VLDL; (61).

A conversao do VLDL2 para um VLDL1 requer um grande enriquecimento de
TG o que difere do enriquecimento inicial de formagao da Apo B100. A VLDL1 é
dependente da concentracdo de TG no citossol, que muitas vezes encontram-se
estocados nas gotas de lipides citoplasmaticas. O figado € capaz de secretar
particulas menores de lipoproteinas como as VLDL remanescentes, e até mesmo o
LDL.(73)

VLDL, VLDL remanescente e LDL sao lipoproteinas que possuem uma apo
B100 por particula. A VLDL tem a capacidade de trocar apo E por apo C2 das HDL
circulantes. A VLDL 1 secretada pelo hepatécito, apds adquirir apo C2 e E, pode
interagir com LPL que hidroxila os lipides gerando as VLDL remanescentes, particulas
com menor conteudo de TG e apo C2, que serao hidrolisadas pela LH e também pela
LPL formando as LDL. A captacado hepatica de VLDL remanescentes pode se dar
pelo receptor de LDL, VLDL(74) e LRP1(75). Quanto maior a particula de VLDL
remanescentes maior a afinidade por esses receptores. Ja particulas menores sao
mais suscetiveis a agdo LPL originando o LDL(76). Durante todo esse processo a apo
B100 permanece na particula. (77)

Logo é a VLDL produzida e liberada na circulagdo pelo figado que ao ser
metabolizada pela acdo de enzimas, como explicado acima, se transforma em LDL. A

LDL é a particula com a meia vida mais longa em, torno de trés dias, uma
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caracteristica atribuida a sua menor interagdo com as apos que estimulam hidrdlise
de colesterol via lipases, e por ter um conteudo de éster colesterol mais estavel no
interior da particula(56).

Aproximadamente dois tercos da LDL é captada preferencialmente via receptor
de LDL (61), sendo que 75% ¢é captado pelos hepatécitos, e o restante é distribuido
pelos tecidos. E a presenca dos receptor de LDL nos tecidos periféricos, que permite
que o LDL realize seu papel de distribuicdo de CE para as células. O ter¢go nao
captado pelos receptores de LDL provavelmente envolvem processos de captacao
sem mediagao de receptor. (56)

A concentragao plasmatica do LDL vai depender da concentragdo de VLDL, um
competidor natural pelo receptor de LDL e LRP, e a diminuicdo do catabolismo
receptor de LDL. Maiores concentragdes de VLDL, VLDL remanescentes significam
maior concentracao de apo E, que tem maior afinidade pelo receptor de LDL, do que
apo B100. ApoE em humanos possui diferentes isoformas determinadas por
diferentes constituicbes de aminoacidos em suas cadeias, o que determina afinidade
pelo receptor de LDL diferentes. A Isoforma E2 tem menor afinidade pelo receptor e
leva a hiperlipemia familiar, com baixos valores de LDL(56; 61); ja a isoforma E4 com
maior afinidade, leva a diminuicdo na concentragdo de HDL, aumento de LDL e
aumento do colesterol total.

E o LDL ent&o a principal lipoproteina circulante e acaba distribuindo a maior
parte de colesterol para os tecidos periféricos. Quando tecidos periféricos estao ricos
em éster de colesterol sdo capazes de gerar HDL nascentes, e esta lipoproteina vai
recolher o colesterol em excesso e transporta-lo até o figado num processo

denominado de transporte reverso do colesterol (TRC)(56; 66).

1.4 O Transporte Reverso do Colesterol

Os transportadores ABC surgiram como reguladores do transportes de
colesterol de células de tecidos periféricos para lipoproteinas plasmaticas a HDL. O
hepatdcito € a principal fonte de HDL e Apo A1. A producdo de apo A1 vai utilizar
lipides provenientes da sintese “de novo” e da recaptacdo de LDL e do ABCA1
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hepatico. E o ABCA1(transportador ABC cassete A1) um dos passos limitantes na
formagao da particula de HDL e manutengao da concentragao desta no plasma(78). A
ligacdo de apo A1 com o receptor ABCA1 é o passo inicial para desencadear a
transferéncia de fosfolipides e colesterol para apo A1 e gerar a particula discoide de
HDL, ou HDL nascente. ABCG1(transportador ABC cassete G1) coopera com ABCA1
adicionando colesterol a particula de HDL ja madura(79).

Nesse processo de maturagdo da particula de HDL a acdo da LCAT,
convertendo o colesterol livre em éster é fundamental. O EC por ser mais hidrofébico
do que o livre migra para o interior da particula, levando a mudanga geométrica desta.
O colesterol livre é proveniente das outras lipoproteinas e dos tecidos. Quanto menor
a HDL maior atividade da LCAT, e conforme aumenta o diametro da HDL diminui a
afinidade da LCAT da superficie da particula(61).

A lipase endotelial também vai regular a hidrolise de fosfolipides nas HDL,
inibindo o efluxo de colesterol via SR-B1, e aumentando o efluxo via ABCA1 e a
captacéo de HDL no figado(62).

Diferente da captacado da particula de LDL, que é retirada como um todo da
circulagcao, a captacao de éster de colesterol de HDL pelos hepatécitos se da pelo SR-
B1, que capta apenas o conteudo de colesterol das HDL, enquanto os demais lipides
e proteinas permanecem na particula. Desta forma, a HDL 2 e 3 podem ser
rapidamente recicladas a pré-3- HDL e o TRC pode ser reiniciado.(79)

No desenvolvimento da aterosclerose, a eliminagdo do colesterol dos
macrofagos € o passo fundamental para prevenir a formagao e desenvolvimento da
placa aterosclerética. A maior parte do colesterol encontrado nas células espumosas,
que sao formadas a partir de macréfagos ricos em colesterol e s&o a principal célula
na placa ateroscleratica, estdo estocados como gotas lipidica e o0 aumento da
hidrolise do EC, leva ao acumulo de colesterol livre que vai aumentar o fluxo de
colesterol a partir de macrofagos para as HDL, em um processo que € dependente de
receptores como ABCA1 e ABCG1. Os macréfagos que possuem incapacidade de
secretar colesterol via ABCA1 e ABCG1 tem uma interrupgcdo completa do fluxo de
colesterol in vitro, e in vivo, o que favorece a aterosclerose(79). O SR-B1 também

facilitam o efluxo de colesterol a partir de macrofagos para HDL in vitro, mas nao
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promovem o efluxo de macréfagos in vivo, provavelmente por captar seletivamente
éster de colesterol de HDL e LDL pelo SR-B1 in vivo(80).

1.5.-A Dislipidemia no diabetes mellitus tipo 2

A dislipidemia no diabético tem origem complexa, e envolve alteragdes na
concentragdo, composi¢cdo e no metabolismo das lipoproteinas, sendo resultantes da
Rl e da hiperinsulinemia(64).

A dislipidemia diabética classica é caracterizada pela baixa concentracdo de
HDL, apo A1, alta concentracédo de VLDL, TG e a maior proporgao de LDL pequeno e
denso, que sao principalmente encontrados em diabéticos em estado de mau controle
glicémico sendo a RI associada a este perfil(45; 81; 82). Tanto HDL baixo e LDL
pequeno e denso sdo considerados fatores de risco independentes para a doenca
macrovascular. A diminuicdo de apo A1 e o aumento de apo B tem sido associada a
doenca coronaria prematura(82).

A hiperinsulinemia, que comumente é encontrada em DM2 induz a ativagéo de
transcricdo SREBP-1c no figado, por mecanismos independentes da sinalizagdo do
receptor de insulina(83).

Altas concentragbes de VLDL e os elevados valores de TG, encontrados nos
diabéticos, ocorrem por uma maior producdo de VLDL ricos em TG e por uma
reducdo do clearance de VLDL(26), aumentando a concentracdo de VLDL
remanescentes. O aumento de TG é maior quando o DM2 esta descompensado por
aumento dos AGL que chegam ao figado, e pela diminui¢gdo do clearance de VLDL via
lipase lipoprotéica que é estimulada pela insulina(64; 73).

Os baixos valores de HDL ocorrem por uma alteracdo na produg¢ao de HDL
nascente, pelo aumento do clearance de HDL e aumento da transferéncia de EC do
HDL para VLDL via CETP. Na presenca da CETP o excesso de VLDL secretado no
plasma rico em TG, vai transferir seu conteudo de TG para a HDL e LDL, e
depletando a HDL e LDL de éster de colesterol. O resultado € uma HDL com menor
conteudo de éster de colesterol para o transporte reverso para o figado, e a perda de

apo A1 por essas particulas, vai reduzir a concentragdo de HDL disponivel para o
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TRC, por menor agao da LCAT(64; 79).

A Rl aumenta a hidrélise dos TG no tecido adiposo, com aumento dos AGL
circulantes que promovem a secre¢ao de VLDL ricos em TG, que via CETP vao
interagir tanto com o HDL, como com o LDL trocando TG por CE. Teremos ent&do um
aumento da degradacdo das HDL, com conseqiente redugdo da sua
concentragcao(64). A LDL rica em TG e com pouco CE, LDL de padrao 3 € menor e
mais densa que uma LDL normal, o que permite que ela penetre mais facilmente a
parede dos vasos sanguineos e seja oxidada mais facilmente(82).

O aumento da atividade da LH na Rl e DM pode levar uma maior hidrolise do TG
das LDL. Maiores valores de AGL também estimulam a troca de TG entre LDL ou HDL,
e EC das VLDL. Mesmo quando TG de jejum s&o normais, o diabético tem aumento
dos TG pés-prandial, a custa de uma maior producdo de QM e VLDL. Como todo o
individuo, que no dia a dia estda mais em fase pds-absortiva do que em jejum, a
concentracdo de LDL pequena e densa é indicativa de significante hiperlipemia poés-
prandial. O tipo de VLDL também é importante e o diabético tende a secretar VLDL
maiores e mais ricas em TG que vao originar LDL mais ricos em TG, e
consequentemente LDL pequenos e densos(73; 82).

Sabe-se que todas as particulas que contém apo B tem capacidade de migrar
para o espaco subendotelial e acumular nas lesdes aterosclerdticas, com excecéo dos
QM nascentes. Assim com uma mesma concentragdo de LDL, um paciente com LDL
pequeno e denso tem mais particulas de LDL e esse maior numero de particulas apo
B é fundamental para o desenvolvimento da aterosclerose(64).

Essa propensao a LDL pequeno e denso, a hipertrigliceridemia, o aumento de
VLDL remanescentes e os baixos valores de HDL, comuns ao diabetes, favorecem a
alta incidéncia de DAC nesses pacientes, uma vez que cada uma das alteracdes
lipidica esta isoladamente associada ao aumento de risco para DCV(26).

Sabe-se que LDL que sofre glicagdo avangada, é mais aterogénicas que LDL

nao glicadas, somando outra razdo, talvez a mais determinante para a DAC ser mais

agressiva nos diabéticos(82).

1.6- Estudos Cinéticos de lipoproteinas



40

Mudancgas na taxa de produgao, conversao e catabolismo de lipoproteinas vao
levar a alteragbes na concentracdo de lipoproteinas e apos. Essas mudancas
quantitativas sao importantes, e facilmente mensuraveis, mas nao revelam os
mecanismos que desencadeiam as alteracdes lipidicas. Para tentar melhor decifrar
esses mecanismos fisiolégicos e patolégicos do metabolismo de lipoproteinas séo

necessarios estudos cinéticos.(73)

Brown e Goldenstein, em 1986, ja atentavam ao fato dos estudos cinéticos de
lipoproteinas permitirem avaliar de modo mais adequado as diferentes classes de

lipoproteinas, ressaltando entretanto as dificuldades e seguranga técnicas(84).

Estudo que utilizam tragadores sao uteis pois permitem avaliar a concentragao, o
catabolismo e também as taxas de transporte de uma determinada particula. Os
tracadores podem ser radioativos ou isotopos estaveis e, pode se utilizar tanto
lipoproteinas marcadas enddégenas (um aminoacido marcado é incorporado a
lipoproteina a ser estudada) ou exdgenas (lipoproteinas sao isoladas marcadas e
reinjetadas no paciente)(85). Ambos os métodos tem vantagens e desvantagens.
Tragadores radioativos sdo metodologias mais simples, que se limitam pela seguranca

do radioisétopo utilizado ao organismo(86-88).

Nos ultimos anos, a grande parte dos estudos sao realizados com marcagao com
isotopos estaveis. A injecdo de aminoacidos marcados com isotopos instaveis €&
incorporada na sintese da proteina alvo, como apo B100 para avaliar cinética de
VLDL e LDL. Diferentes modelos compartimentais ja foram desenvolvidos estimando
a taxa de producéao e degradacao dessas lipoproteinas(89).

O uso de emulsdes artificiais para explorar o metabolismo de lipoproteinas
principalmente quilomicrons(90-94) e LDL(95-99) vem se mostrando tecnicamente
seguro e adequado, pois se utilizam nesses estudos nanoemulsdes ricas sintetizadas
a partir de lipidios artificiais preparadas sem proteinas, e adicionada a marcacao
radioativa(91-94; 96-104). Uma vez na corrente sanguinea as nanoemulsdes artificiais
adquirem apos(101), entre elas a Apo E, que é a responsavel pela remogédo da

nanoemulsdo do plasma mais rapidamente que o LDL nativo, encurtando o tempo
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necessario para o estudo cinético de lipoproteinas(99; 105). Outra vantagem é o fato
desta nanoemulsdo a partir de um mesmo preparo, poder ser usada para diferentes
individuos, o que n&o pode ser feito com uso das lipoproteinas naturais, cujo estudo
cinético em cada paciente deve ser realizado com o preparo de lipoproteinas
autdlogas.
A cinética do LDL no plasma costuma ser avaliada pela marcacgao radioativa da
Apo B, que € a unica apo presente no LDL, que nado sofre troca com outras
lipoproteinas, e a cinética da Apo B reflete a do LDL (106; 107).

Gylling e Miettinen, em 1997, utilizando cinética de lipoproteina natural em
diabéticos nao insulino-dependentes evidenciaram um aumento da sintese e do
clearance de LDL Apo B quando comparado com controles(107), isto explicaria o fato
do diabético ter concentracdo normal de LDL. Esse padrio acelerado do fluxo de LDL,
€ semelhante ao observado em pacientes normolipémicos com doenca cardiovascular
e em pacientes com hipercolesterolemia familiar, indicando que apesar da
concentracdo semelhante de LDL o seu metabolismo teria um padrdo metabdlico pro-
aterogenico(108; 109). Gylling e Miettinen, em 1996, ja haviam avaliado a cinética de
lipoproteina natural em diabéticos com e sem DAC, nao evidenciando diferengca nem
na taxa de produgcado nem no clearance da LDL Apo B(110)

Santos, Hueb e col.,, em 2003, estudando pacientes com DCV definida pela
cineangiocoronariografia, sem diabetes, com o uso de nonaemulsdo lipidica com
dupla marcagdo, *C- éster de colesterol (CE) e *H-colesterol livre (CL), mostraram
que ha diferenga no clearance plasmatico do colesterol livre, que é mais rapido nos
pacientes com DAC estabelecida em comparagdo com doentes sem doenca
coronaria(96). Nao houve diferenga no clearance de CE entre esses dois grupos.
Couto, Dallan e col. em 2007 utilizando a mesma nanoemulsdo com dupla marcagao
mostraram um maior depdsito de CL na aorta, artéria toracica interna e veia safena de
pacientes com DAC(95). Postulou-se a partir desses estudos um novo mecanismo
para génese da doenga coronaria no qual o CL ao dissociar-se das particulas de LDL
e se depositar na parede dos vasos pode favorecer o surgimento ou progressao da

placa aterosclerotica(95; 96).
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JUSTIFICATIVA

Nossa proposta é estudar a cinética do colesterol livre e esterificado, presente na
nanoemulsdo lipidica artificial LDL-simile, em pacientes diabéticos tipo 2
assintomaticos para DAC. Uma vez que o diabetes € um importante fator de risco
para doenca coronaria, avaliar se mesmo assintomaticos apresentariam diferencas no

comportamento do EC e do CL.
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e Avaliar em pacientes com diabetes mellitus do tipo 2 a cinética plasmatica
do colesterol livre e esterificado utilizando nanoemulsdes artificiais LDL —

simile

e Avaliar se ha diferenca na cinética do colesterol livre e esterificado a partir
da nanoemulsao artificial em pacientes diabéticos assintomaticos para

DAC com ou sem aterosclerose subclinica.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Local do Estudo

O estudo foi realizado na unidade de diabetes da disciplina de Endocrinologia e
Metabologia no Hospital das Clinicas da Universidade de S&o Paulo e no Laboratério
de Metabolismo de Lipides do InCor/FMUSP-SP.

3.2. Casuistica

Estudou-se pacientes diabéticos que tiveram como critério de inclusdo: ser
pacientes com diagnostico de DM2, seguindo os critérios da ADA(51); ter no maximo
15 anos de doenca; de ambos os sexos; com faixa etaria entre 40 e 70 anos;
assintomaticos para doencga coronaria; sem hipertensao arterial ou com hipertenséo
arterial controlada até 130 mmHg de pressao arterial sistolica (PAS) e 85 mmHg de
presséao arterial diastélica (PAD)- em trés medidas em dias diferentes; com valores de
LDL até 160mg/dI.

Os pacientes foram comparados a um grupo controle que incluiu individuos
sem alteracdo no metabolismo de carboidratos, segundo o critério da ADA(54). Os
pacientes do grupo controle também podiam apresentar hipertensdo arterial
controlada, até 130mmHg de PAS e 85mmHg de PAD em trés medidas em dias
diferentes; e valores de LDL até 160mg/dl.

Foram excluidos os pacientes diabéticos e controles que: em uso glitazonas nos
ultimos 3 meses, e em uso de glicocorticoide; mulheres que estejam na menacme, ou
com ultima menstruacdo ha menos de 1 ano; presenga de retinopatia proliferativa;
insuficiéncia renal crénica (Creatinina>1,5mg/dl); insuficiéncia cardiaca e hepatica,
asma e doenca pulmonar obstrutiva cronica, tireoidopatia descompensada, doenca
inflamatdria e oncoldgica. Todos pacientes em uso de sinvastatina ou fibrato tiveram
Seu uso suspenso por um més e reavaliados seus valores de colesterol total, LDL, e

triglicérides para inclus&o no estudo.
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Os pacientes foram estudados apds consentimento informado de acordo com

protocolo aprovado pelo Comité de Etica local.
3.2.1 Avaliacéo clinica dos pacientes

Os pacientes que freqientam a Unidade de Diabetes do Hospital das Clinicas
foram avaliados clinicamente por anamnese e exame fisico para queixas relativas a
doenga coronaria (angina, dispnéia, palpitagdo), sendo tomados paréametros clinicos
de freqUéncia cardiaca, pressao arterial, peso em kilogramas (kg), altura (A) em metro
(m), IMC (kg/m?), circunferéncia abdominal e quadril em centimetros (cm). Foram
submetidos a analise laboratorial sérica de glicemia jejum, hemoglobina glicada,
colesterol total e fragdes, colesterol livre, triglicérides, uréia, creatinina, TSH (horménio
tireoestimulante) e hemograma completo. Calculou-se ainda o indice TG/HDL e a
quantidade de éster de colesterol (EC), EC=colesterol total- colesterol Livre.

Os individuos controles foram selecionados por pesquisa ativa com
acompanhantes, funcionarios e colegas de outros ambulatorios do Hospital das
clinicas. Sendo submetidos a mesma avaliagdo clinica e laboratorial que os

diabéticos.
3.3. Determinac¢des bioquimicas

Amostras de sangue venoso dos diabéticos e controles foram obtidas apds jejum
de 12 horas, com dieta anterior habitual. Neste mesmo dia também foram realizados os
estudos cinéticos.

Na divisdo do laboratério central do HCFMUSP foram realizados as
concentragbes plasmaticas de triglicérides, colesterol total, HDL, e glicemia,
mensurados através do meétodo enzimatico colorimétrico automatizado e o colesterol de
LDL foi mensurado pelo método cinético automatizado. As mensuragdes da
concentragbes plasmaticas de apo A1 e B por turbidimetria (Roche/ Hitachi — Roche

Diagnostics —Mannheim) e a de apoE por nefelometria. A dosagem do colesterol livre foi
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feita pelo método enzimatico colorimétrico (Wako-wako Pure Chemical industrie), no
laboratdrio de lipides e metabolismo do InCor.

Mensuramos a hemoglobina glicada, utilizando sangue total, pelo método
HLPC, certificado pelo Nacional Glyco Hemoglobin Standardization Program (NGSP-
EUA), considerando como valor normal entre 4,1 a 6,0%. A glicemia foi medida pelo
método enzimatico colorimétrico automatizado (Roche/ Hitachi — Roche Diagnostics —

Mannheim).

Para determinacdo quantitativa da insulina no soro foi utilizado o sistema de
imuno-ensaio automatizado autodelfia (Perkin-Elmer Life Science, Wallac, Oy, Finland)
e do TSH (Life Science, Wallac, Oy, Finland) pelo Laboratério de Horménios e Genética
Molecular/ LIM42 do HCFMUSP.

3.4 Preparacao da nanoemulséao lipidica artificial

As nanoemulsdes utilizadas foram preparadas segundo a técnica descrita por
Ginsberg e colaboradores(111) modificada por Maranhao e colaboradores(112) a partir
de misturas lipidicas constituidas de 20mg de fosfatidilcolina, 40mg de éster de
colesterol, 1mg de trioleina e 0,5mg de colesterol (Sigma Chemical Co — St. Louis,
EUA). A mistura sdo adicionados 70kBq de '“C-éster de colesterol (*C-EC) e 70kBq
®H-colesterol (*H-CL) (Perkin-Elmer, Estados Unidos da America) para o preparo da
nanoemulsdo para o estudo da cinética plasmatica do colesterol, esterificacdao de
colesterol livre e transferéncia de lipides in vivo. Para o ensaio de transferéncia de
lipides de uma nanoemuls&o artificial lipidica para a HDL in vitro, sdo adicionados °H-
éster de colesterol (*H-EC) e "C-fosfatidilcolina (**C-PL) ou *H-triglicerideos (*H-TG) e
4C-colesterol livre (**C-CL)( Ameshan Life Science). Na figura temos o modelo a da
particula LDL- simile com as marcagdes para o ensaio da cinética plasmatica do
colesterol.

A seguir, a mistura é seca sob fluxo de nitrogénio, em banho-maria a 37°C e

mantida em dessecacdo a vacuo a 49C por 16 horas, para remogdo dos solventes

residuais. A mistura lipidica &, posteriormente, ressuspensa em 10ml de tamp&o-Tris
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HCI, e a suspensao emulsificada por irradiacdo ultra-sdnica de 125Watts no modo de
operagcao "continuo", por um periodo de 3 horas, sob atmosfera de nitrogénio. A
temperatura é mantida entre 51 a 55°C e a temperatura de fusdo do éster de colesterol
€ monitorada por um termémetro de ponta inserido nos frascos durante o procedimento.
A suspensao de lipides emulsificados €, entao, transferida para tubos para duas etapas

de ultracentrifugacao, sendo a primeira a 195.000xg (30 min), em um rotor TH 641

(Sorvall) de ultracentrifuga, a 49C. Os 10% da solugdo da parte superior do tubo,
contendo particulas que flutuam em uma densidade de fundo de aproximadamente
1,006g/ml € removido e a densidade da solugado restante é ajustada para 1,21g/ml por

adicdo de KBr sdlido. Uma segunda etapa de ultracentrifugagdo € realizada, a

195.000xg (120min) a 40C. Apos atingir a temperatura ambiente, 20 a 30% do topo do
tubo é coletado. O KBr é removido por gel filtragdo em coluna de Sephadex G-25,
equilibrada e eluida com solugao fisiolégica estéril. As preparagdes resultantes sao
ainda purificadas por 2 etapas de ultracentrifugacao e filtrada através da passagem em

filtro Millipore de 0,22um.

Figura 3: Modelo esquematico da nanoemulsao lipidica artificial LDL simile.

Notar auséncia de apolipoproteinas na particula artificial.

DL NanoemulsioLipidica

Particula natural Particula artifcial

0 éster de colesterol O- colesterol livre;



50

Todo o material utilizado é despirogenizado em estufa a 180°C, durante 90
minutos e, apos, esterilizado em autoclave a 120°C por 20 minutos. As emulsdes foram
testadas quanto a sua esterilidade e pirogenicidade antes da utilizagdo nos

participantes.

3.4.1. Cinética plasmatica do ®H-colesterol e **C-éster de colesterol a partir da

nonoemulsdo lipidica artificial.

ApOs coleta de sangue para determinagdes bioquimicas em jejum, os individuos
foram submetidos a inje¢gdo endovenosa de aproximadamente 150ul da nanoemulsao
marcada com °H-colesterol e *C-éster de colesterol. A seguir foram coletadas amostras
de sangue (10ml) em tubo de ensaio contendo 250Ul de heparina sodica durante 24
horas nos intervalos de 5 minutos, 1 hora, 2, 4, 6, 8 e 24 horas apos a injegao da
emulsdo. Apos a coleta de 1 hora era oferecido café da manha padronizado. Apds
coleta de 4 horas era oferecido almogo.

As amostras de sangue foram centrifugadas a 1500 r.p.m., durante 10 minutos,
em centrifuga Sorvall (modelo RT7, Wilmington, EUA) para obtengdo de plasma.
Aliquotas de 1,0 mL de plasma foram pipetadas em frascos de cintilagdo. Foram
acrescentados a esses frascos, 5,0 mL de solugdo Ultima GoldTM XR (Packard —
Groningen, Holanda) para a determinagdo da radioatividade presente nas amostras,
utilizando-se um contador Beta (Packard, modelo 1660 TR, EUA).

3.4.2. Andlise compartimental da curva de decaimento plasmatico dos lipides

radioativos

A radioatividade presente nas amostras de plasma dos participantes foi utilizada
para a determinacédo das curvas de decaimento plasmatico e calculo dos parametros
cinéticos dos componentes lipidicos radioativos da emuls&o, através do programa
computacional de analise compartimental, AnaComp® versao 4(113).

A curva de decaimento plasmatico da radioatividade da nanoemulsido apresenta

um perfil biexponencial com um rapido decaimento inicial, seguido de um decaimento
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mais lento. Esse perfil levou a adogdo de um modelo com quatro compartimentos
(Figura 3), dois para o "C-CE e dois para *H-CL a partir do qual foram calculados os
parametros cinéticos (k), para cada marcagdo da nanoemulsdo. Os compartimentos e
os parametros cinéticos desse modelo s&o definidos do seguinte modo:

- compartimento 1: nanoemulsdo, introduzida no espaco intravascular, assim
como foi injetada;

- compartimento 2: nanoemulsao apds aquisi¢ao de apolipoproteinas, no plasma;

-k1,0: remogéo néo especifica da nanoemulsao;

-k 2: transformacao da nanoemulsao pela aquisigao de apolipoproteinas

-k20: remogao da nanoemulsdao do compartimento plasmatico para espaco
extravascular.

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

(1) TFR = (k1‘o + k1,2) X kz‘o / k1,2 + kz,o.

3.4.3 Técnica para avaliar a esterificagcdo do colesterol livre presente na

nanoemulséo lipidica artificial

Aliquotas de 1000 pl de plasma dos participantes foram utilizadas para a
extragdo dos lipides pelo método de Folch(114). As amostras foram extraidas com
cloroférmio:metanol:agua destilada (2:1:1, v/v/v) em 12 horas a 4 °C, o sobrenadante
protéico foi aspirado e o infranadante, seco sob fluxo de nitrogénio, ressuspesso com
150 uL de solugdo de Folch e submetido a separagédo por cromatografia em camada

delgada (TLC) (silica-gel 60H, 0,5mm de espessura).
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FIGURA 4. Modelo compartimental utilizado para analisar a cinética plasmatica do '*C-

éster de colesterol e do ®H-colesterol livre da nanoemulsdo LDL-simile.

Kioec
KiocL

k2,0 EC
kZ,O CL

intravascular

extravascular

seta e asterisco indica a nanoemulsdo sendo injetada na circulagéo. Triangulo indica mistura dos lipides radioativos
1- compartimento da nanoemulsdo injetada. 2- compartimento apos aquisicdo de apolipoproteinas.kioec € Ki1cL
remogdo nao especifica da nanoemulsido; kizce € kiz2 cL- transformagdo da nanoemulsdo pela aquisicdo de
apolipoproteinas; kz oec € k2,0 cL - remogéo da nanoemulsdo do compartimento plasmatico para espago extravascular.
Adaptado de Couto.(95)

ApoOs a aplicagdo, as placas foram colocadas em sistema solvente, constituido
de n-hexano/éter etilico/acido acético glacial (70:30: 1, v/v/v), para separagao das
fracdes lipidicas. Separamos as bandas correspondentes ao éster de colesterol e ao
colesterol livre, apds serem reveladas por vapores metalicos de iodo. A seguir as
bandas foram transferidas para “vials” de contagem contendo 5ml de solugéao cintiladora
(PPO dimetil POPOP-Triton X-100-tolueno, 59:0,5g:333ml:667ml;v/viviv).
Radioatividade foi contada usando o espectrofotometro Packard 1660 TR (Meridien,
CT).

A Razado de esterificagdo foi calculada a partir da radioatividade *H- colesterol

livre presente na banda de colesterol livre sobre a radioatividade *H medida na banda
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de éster de colesterol para cada tempo do experimento (5 minutos, 1, 2, 4, 8 e 24
horas).

A porcentagem (%) de esterificagdo foi calculada, considerando como total de
colesterol livre, a somatdria da radioatividade *H na banda do colesterol livre e do éster
de colesterol, para cada tempo do experimento.

(1) RE= *H-banda de Colesterol livre/ °*H na banda do éster Colesterol.

(2) % esterificagdo = *H na banda de Colesterol esterificado/ °H colesterol livre
total (*H na banda CE + °H banda CL) x100.

3.4.4 - Transferéncia de lipides radioativos de uma nanoemulséo artificial lipidica

para HDL-C in vitro.

Para o ensaio de transferéncia de lipides de uma nanoemulsao artificial para a
HDL, foram incubados 200 uL de plasma com 50 uL de cada solugao de nanoemulséo
marcada radioativamente: solugdo A- °H-éster de colesterol (*H-CE) e 'C-
fosfatidilcolina ("*C-PL); e solucdo B- >H-triglicerideos (*H-TG) e '*C-colesterol livre
(**C-CL), por 60minutos, a 37°C, em agitador orbital Gyromax 706R, sob agitacdo de 40
rom. Apds incubagao, foram adicionados a mistura 250uL de reagente de precipitagcao
de lipoproteinas contendo apo B (sulfato de dextran 0,2%/ MgCl, 3M, v/v). A mistura foi
agitada por 30segundos e posteriormente centrifugada por 10minutos a 3.000rpm.
Aliquotas de 250uL do sobrenadante, contendo a HDL, foram pipetadas em vials com
solugdo cintiladora Ultima Gold e a radioatividade presente nas amostras foi
quantificada em contador Beta (Liquid Scintillation Analyzer, Packard 1600 TR, Palo
Alto, CA). A quantificacdo dos lipideos transferidos da nanoemulsédo lipidica artificial
para HDL plasmatica foram expressas como percentagem (%) em relagdo a

radioatividade total incubada(115).

3.5. Avaliacdo quanto aterosclerose subclinica:
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3.5.1.Avaliacdo para detectar doenca coronaria no grupo diabético e controle:

Todos os pacientes foram submetidos a tomografia computadorizada de 64
colunas de detectores, aparelho de multiplos detectores ou multislice.

Foram adquiridas até 40 imagens por segundo, sendo o sistema de resolu¢ao
temporal maxima de 125-250 ms e a espessura de corte de 0,5mm. As imagens foram
analisadas em estacdo de trabalho da Toshiba (VITREA 2-Vital Images |,
Minnetonka,EUA).

Para avaliagdo de escore de calcio de Agatston e escore de volume, os
pacientes nao receberam qualquer tipo de contraste e o tempo total de duragdo do
exame foi de 5 a 10 minutos. Foi utilizado “trigger” prospectivo e espessura de corte de
3 mm. Este estudo corresponde a uma exposicdo menor que 1 minuto aos raios X
(dose de radiacéo de 2,6 a 4,0 mSv).

Utilizou-se beta-bloqueador, se frequéncia cardiaca >65 bpm, buscando manter o
paciente com FC entre 60 a 65 bpm durante o exame. O beta-bloqueador utilizado foi o
metoprolol por via endovenosa na dose de 5 mg, repetido a cada 5 minutos se

necessario até a dose maxima de 15mg.

3.5.2-Ultrassonografia com dopller das artérias carétidas

Utilizou-se ultra-som vascular bidimensional APAGE 800 plus, ATL com
transdutor linear de 7,5 MHZ de alta resolugao banda larga na artéria carétida comum
esquerda e direita, corte longitudinal cerca de 1 cm abaixo da bifurcagdo. O transdutor
foi posicionado perpendicularmente ao vaso, de forma a permitir clara visualizagdo da
parede proximal, luz e parede distal com identificagcdo das camadas intima média e
adventicia (116). As imagens foram gravadas em fita de video cassete com registro
eletrocardiografico simultaneo. Foi selecionada uma imagem de calibragdo e trés
imagens da artéria em seu momento de maior didmetro, nos 6ms da onda T e trés

imagens no momento de menor didmetro no pico da onda R, sendo suas medidas
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realizadas com auxilio de um programa computadorizado, desenvolvido no InCor,
especificamente para analise do didmetro , fluxo arterial e espessamento média intima.

Apos calibracao, foram delimitadas as fronteiras entre camadas médias e intimas
na parede proximal e fronteira interna- luz na parede distal. Os parametros medidos
foram a relacdo intima/média. Assim, individuos com placas ou com relagdo intima-
média = 0,8 mm em qualquer dos locais examinados foram considerados portadores de
espessamento intima-média. Todos os exames foram analisados por observador
treinado e cego aos resultados.

Os pacientes diabéticos foram divididos em dois grupos quanto a presenca
quanto a presenca de DAC diagnosticada: diabéticos com CAC presente e diabéticos
sem CAC. Os pacientes do grupo controle foram excluidos quando apresentassem
CAC.

3.6. Seguranca Radiolégica

A dose radioldgica injetada foi avaliada de acordo com as normas internacionais
de protecao radiologicas. O parametro "Annual Limit for Intake" (ALI) de radionuclideo é
definido como a quantidade de radioisétopo que induz a uma dose equivalente de
50mSv. Para componentes organicos marcados com *C ou °H, os valores de ALI sd0 9
x 10" e 3 x 10°Bq, respectivamente. No presente estudo, a dose injetada de "C foi de
22,2 x 10°Bq, o que equivale a: (22,2 x 10 Bq / 9 x 10" Bq) x 50mSv = 0,1233mSv.
Para o °H, a dose injetada foi de 44,4 x 10* Bq, portanto a dose equivalente: (44,4 x
10*Bq / 3 x 1ong) x 50mSv = 0,0075mSv. A dose equivalente incorporada no corpo
inteiro, em consequéncia da exposi¢cao aos lipides radioativos, foi estimada em 0,04
mSv, conforme avaliado pelo método MIRD - Medical Internal Radiological
Dosimetry(117). Os dados descritos para ratos pesando 0,4kg foram ajustados para
seres humanos, estimando-se um peso médio de 70kg, utilizando-se um fator de

corregao com a equagao seguinte:

KHomen = kRato x (70kg/ 0,4kg)™™
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O valor exponencial X representa uma escala de variacdes interespécies da
farmacocinética, levando em consideracdo o tempo bioldgico de cada espécie, que
varia de 0,65 a 0,95. Considerando o valor de X=0,86, estima se para os seres
humanos, um concentragdo plasmatica total de 204mg/dL e uma excrecdo diaria de
colesterol de 1250mg/dia(118). Esse valor esta dentro da média descrita em avaliagbes
laboratoriais desses parametros, em seres humanos (119). O método acima descrito
permite estimar que os participantes deste estudo recebessem por dose injetada de
“C-éster de colesterol, 0,26mGy no intestino grosso inferior, 0,5mGy no intestino
grosso superior, 0,18mGy na pele, 0,13mGy na superficie dos ossos e 0,13mGy no
figado. A dose recebida pelos pulmdes, coracao, ovarios ou testiculo € desprezivel. Em
conformidade com as normas de protegao radioldgica (Comissao Nacional de Energia
Nuclear, 1988), este valor € muito inferior ao maximo permitido que € de 1mSv. A dose
de radiacao induzida pela inje¢cdo dos radioisétopos € menor que a obtida com a
maioria dos procedimentos radioldgicos, sendo cerca de 10 vezes menor que a dose
induzida por uma radiografia de cranio(120).

A dose de radiacdo total com tomografia computadorizada encontra-se

inteiramente dentro dos limites anuais de exposig¢ao ocupacional permitidos(121)
3.7 Avaliacdo da resisténcia insulinica:

Utilizou-se a metodologia de Modelo da Avaliagdo da Homeostase -
homeostasis model assessment (HOMA) que é um modelo matematico para
definicdo da capacidade de secrecao de célula B e da sensibilidade da Insulina em
porcentagem a partir do HOMA Calculator(www.dtu.ox.sc.uk)(122). O HOMA foi

realizado em pacientes diabéticos sem uso de insulina e todos os pacientes do

grupo controle.

3.8 Analises Estatisticas:


http://www.dtu.ox.sc.uk/
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Inicialmente todas as variaveis foram analisadas descritivamente. Para as
variaveis quantitativas esta analise foi feita através da observacéao dos valores minimos
e maximos, e do calculo de médias, desvio-padrdo e mediana. Para as variaveis
qualitativas calcularam-se frequéncias absolutas e relativas.

Para a comparagao das médias dos dois grupos foi utilizado o teste t de
Student. Quando a suposigao de normalidade dos dados foi rejeitada, utilizou-se o teste
nao-paramétrico de Mann-Whitney. Para a comparacéo de trés grupos foi utilizado o
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, com comparacgdes multiplas realizadas através
do teste de Dunn, pois a suposi¢ao de normalidade dos dados foi rejeitada. Para se
testar a homogeneidade entre as proporcdes foi utilizada o teste qui-quadrado ou o
teste exato de Fisher, quando ocorreram frequéncias esperadas menores de 5. Para o
estudo das correlagdes foi utilizado o coeficiente de correlagédo de Spearman(123).

O software utilizado para a realizagao dos testes foi o SPSS 15.0 for windows. O

nivel de significancia utilizado para os testes foi de 5%.

3.9. Apoio Financeiro:
Este trabalho teve apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a pesquisa do
Estado de Sao Paulo- 07/55466-3
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4 RESULTADOS
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4.1. Caracteristicas clinicas e determinacdes bioquimicas da populacao do

estudo.

De 500 pacientes DM2 atendidos, foram selecionados 24 pacientes com
caracteristicas clinicas para participar no estudo, sendo que 7 foram excluidos por nao
descontinuarem a sinvastatina ou ao descontinuar apresentaram LDL > 160 mg/dL, 1
foi excluido por nado fazer a tomografia de coronaria, 2 excluidos por alteragao na
medicacgao durante o estudo, 2 por problemas técnicos do teste de cinética laboratorial
(hemolise).

Dos controles selecionamos 12 pacientes, sendo que 1 foi excluidos por nao
realizarem a tomografia computadorizada, 2 por apresentar calcificacdo artéria
coronaria. Finalizamos entdo com 21 individuos, sendo 12 com DM2 e 09 controles.

A TABELA 3 mostra as caracteristicas antropométricas e clinicas dos dois
grupos. Temos que os diabéticos ja possuem o diagnéstico de DM2 ha 8,8 anos. A
distribuicdo quanto a idade, raga e sexo entre os dois grupos € semelhante. Em relagao
a composigao corporal nao ha diferenca entre o peso, mas o IMC(30,9 + 4,06 vs. 26,4
+ 1,94Kg/m2, p<0,01) , a CA( 103,7 + 10,0 vs. 91,3 £+ 3,6 cm, p<0,01) e a relagao
CA/CQ (0,98 + 0,1 vs. 0,87 + 0,04, p<0,01) é maior no grupo de diabéticos do que no
grupo controle. A presenca de HAS e histéria Familiar(HF) para DAC foi semelhante
nos dois grupos. Apenas 3 pacientes apresentam hipotiroidismo controlado, sendo 2
controles e apenas 1 diabético. Todos os 3 pacientes tabagistas faziam parte do grupo

de diabetes.
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Diabéticos Controle P

n 12 09
Idade(ano)* 58,8 £4,4 54,6 £ 5,1 0,07
Sexo Masculino** 6 5 1,00
Sexo Feminino** 6 4 1,00
Racga Branca** 9 6 1,00
Raca Negra** 3 3 1,00
Peso(kg)* 81,561+12,6 73,4+6,5 0,11
IMC(kg/m?)* 30,96 + 4,0 26,4+1,9 <0,01
CA(cm)* 103,71+ 10,0 91,3+ 3,55 <0,01
CQ(cm)* 106,2 + 8,8 105,2 £ 5,6 0,55
CA/ CQ(cm)* 0,98 £ 0,10 0,87 £ 0,04 <0,01
Tempo de
Diabetes(ano) 8,8 -
HAS** 4 0,40
HF para DAC** 4 0,40
Tabagismo™* 0 0,22

Hipotiroidismo
compensado** (1) (2) 0,55

Dados expressos pelas médias + desvio padrdo.” Teste t ** teste Exato Fisher.

CA- circunferéncia abdominal, CQ- circunferéncia quadril, HAS- hipertensao arterial sistémica,

HF- historia familiar.

Na Tabela 4 constam os medicamentos utilizados pelos pacientes. Do grupo de
diabéticos observamos que todos os individuos faziam uso de metformina, 3 usam
insulina, e 8 sulfoniluréias. O uso exclusivo de metformina foi feito por 6 pacientes, a
associacao sulfoniluréias e metformina foi a mais encontrada, sendo utilizada por 3
pacientes; 2 pacientes usavam metformina e insulina e apenas 1 paciente utilizava
sulfonilureias, metformina e insulina (dados de associagdo de medicamentos nao

mostrados).
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TABELA 4: Medicamentos utilizados pelos pacientes para tratamento do diabetes e das

comorbidades

Diabéticos Controles p
n 12 9

Insulina(NPH ou regular) 3 - 0,11
Metformina 12 - 0,001
Sulfa 4 - 0,104
Betabloqueador 2 0 0,49
Bloqueador do receptor AT1 1 1 1,00
Inibidor da ECA 7 3 0,387
Bloqueador de Canal de Calcio 3 2 1,00
Tiazidicos 2 1 1
AAS 4 0 0,104
Estatina( suspensa por 1més) 3 0 0,229

Dados expressos em valores absolutos( percentagem) qui-quadrado, teste exato Fisher

Em relagcdo aos anti-hipertensivos o mais utilizado tanto por diabéticos como
controles foram os inibidores da enzima de conversédo da angiotensina (IECA), seguido
pelos bloqueadores de canal de calcio (anlodipino). Dos 8 pacientes diabéticos com
HAS, 5 utilizavam associagao de antihipertensivos, enquanto apenas 2 controles dos 5
hipertensos usavam mais de uma droga, entretanto sem diferenca estatistica entre os
grupos (dados n&o mostrados). O uso de AAS foi observado apenas no grupo de
diabéticos. O uso de estatina, prévio a inclusao, era feito por 3 pacientes diabéticos,
todos com dose de 20mg dia, e nenhum paciente controle, porém sem ser
significativo(p=0,22).

A TABELA 5 mostra os parédmetros laboratoriais tais como a concentragao
plasmatica de lipides e apos, controle glicémico em diabéticos e controles. Em relagéo
a concentracao lipides e as Apoliproteinas A1, B e E ndao houve diferenga entre os dois
grupos. Apesar de nao haver diferenga entre os grupos da concentragdao de HDL e TG,

os diabéticos apresentam menores média (44 vs. 61 mg/dL) e mediana (40 vs 56
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mg/dL) de HDL e maiores médias(150 vs. 111 mg/dL) e mediana (142 vs 97 mg/dL) de
TG do que os controles. Nao observamos diferenga na razdao TG/HDL para os
diabéticos e controles, respectivamente.

Os diabéticos tinham controle glicémico ruim apesar da utilizagdo de
medicamentos para controle glicémico. A média da glicemia de jejum e Aic nos grupo
diabético e controle, foi de 171 + 104 mg/dL vs. 82 £ 5mg/dL, p<0,01 e 8,9 £ 2,1% vs
5,6 £ 0,4%, p<0,01, respectivamente

A estimativa da secrecéo, da sensibilidade e da resisténcia a insulina dada pelo
HOMA 2 feita s6 para os diabéticos sem uso de insulina podem ser visualizados na
TABELA 6. Os pacientes diabéticos apresentam concentragao insulina basal maior que
os controles (12,4 £ 5,5 yU/mL vs. 5,8 £ 2,10uU/mL, p<0,01). A sensibilidade a insulina
foi menor nos diabéticos do que nos controles (64,1 £ 42 vs. 149 £ 51%, p=<0,01),e 0
indice de Rl também mostrou-se diferente entre os grupos 2,18 £ 1,21 vs. 0,74 £ 0,74,
p= <0,01, sendo maior nos DM2. A capacidade de secrecao da insulina pela célula j3,

avaliada pelo HOMARB 57 + 43 vs. 99 £ 37 %, p= 0,06 nao diferiu entre os grupos.
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TABELA 5 : Caracteristica dos exames laboratoriais dos pacientes estudados.

Diabéticos Controles p

N 12 9

Glicemia (mg /dl) 171 £ 104 82+75 <0,01

A1c(%) 89+21 5,6 +0,43 <0,01

Colesterol Total(mg/dL) 182 + 41 197 + 40 0,61
Colesterol ndo HDL 138 + 36 136 + 32 0,97
LDL 117 £ 16 113 £ 30 0, 80
HDL 44 + 13 61+ 26 0,13
Triglicérides 150 £ 66 111 £ 55 0,21
TG/HDL 3,8+2,2 20015 0,05
VLDL 30+13 22 + 11 0,19
cL® 60 114 62 116 0,96
EC? 126 + 41 141 £ 32 0,42

Apolipoproteina (mg/dL)
A1 130 + 21 152 + 44 0,70
B 93 +25 87 + 21 0,60
E 45+21 40+£1,2 0,75

Dados expressos em média + desvio padrédo. Teste ndo paramétrico de Mann- Whitney. ®para n

= 12 no grupo diabéticos e 7 no grupo controle.
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TABELA 6: Valores estimados da concentracao de Insulina, HOMA B , HOMAS e

resisténcia a insulina

Diabéticos Controles P
N 9 9
Insulina (pU/mL) 12,4 +5,5 58+21 <0,01
Homap (%) 57 + 43 99 + 37 0,06
Homa S (%) 64 £ 42 149 +51 <0,01
RI 2,18 £ 1,21 0,74 +0,25 <0,01

Média + desvio padrao. Teste ndo paramétrico de Mann- Whitney Média da concentragao
de insulina apés jejum de 12 horas. HOMA [3- capacidade de secrecdo de insulina pela
célulab pancreatica. Homa S- sensibilidade a insulina. Rl indice de resisténcia a

insulina(1/homas)

4.2 Doenca macrovascular diagnosticada na populacao diabética

Na tabela 7 encontramos os achados da tomografia computadorizada das
artérias corondarias com o score de calcio de Agatston e escore de volume e o achado
do USG de carétida desses pacientes. Notamos que 8 pacientes apresentaram CAC,
mas nao houve diferenga entre as caracteristicas clinicas e laboratorial dos DM2 com
ou sem CAC. Ja em relagcado aos controles notamos que eles continuam a apresentar

CA e valores de glicemia de jejum e Aic menor que os DM2 com ou sem CAC.



65

Tabela 7 : Caracteristica clinica nos diabéticos com e sem calcificacao de artéria

coronaria e nos controles sem calcificagao de artéria coronaria.

Diabéticos Controle
CAC Sem CAC p
8 4 9

Escore de Calcio de
Agatston 70+73 0 0,4
Escore Volumétrico 66 + 61 0 0,4
EIM CCD(mm) 0,8 +£0,20 0,68 £ 0,10 - 0,7
EIM CCE(mm) 1,1+0,5 0,84 £ 0,21 - 0,7
Tempo de diagndstico 7,8+3,9 8,7+54 -
Idade(ano) 59,7+ 4.4 61.4+1.5 55,0+ 6.2 0,18
Sexo F/ M? 317 3/0 0,15
Raga Branca/ Negra® 5/2 3/0 51 1,00
Peso(kg) 82.2+13.6 78.6+£9.2 73.0+6.9 0,28
IMC(kg/m?) 30,9+4,6 30,9+24 26.3+2.3 0,05
CA(cm) 105,0 £ 11 101,8 £7,6 90,0 + 3,2* <0,01
CQ(cm) 107,51 9,7 103.5+12,5 105,0+6,6 0,86
CA/CQ 0,98 £ 0,05 1,0 £ 0,20 0,86 + 0,04 0,01
Glicemia(mg/dL) 189+ 116 136 £ 28 82+7,2* 0,04
Alc (%) 92+25 8,0 +£0,23 56 +0,5* <0,01
Colesterol Total(mg/dL) 186+ 30 173 £ 53 194 + 44 0,29

LDL 110+ 14 1311 7 122 + 34 0,28

HDL 48 + 13 35+8 47 £ 14 0,21

TG 125 £ 49 199 + 59 125 + 55 0,43
Apolipoproteinas(mg/dL)

A1 133 £ 26 132+4,9 131+ 30 0,57

B 91+ 27 96 + 23 94 + 21 0,96

E 5+2,3 3,105 3,4+0,9 0,14

Dados expressos média+ desvio padrdo. CAC- calcificagéo de artéria coronaria.? dados expressam o numero de
casos; Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. * controle difere Diabéticos com CAC e sem CAC, p<0,05(teste

Dunn).
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4.3. Cinética da nanoemulsdo marcada com C- éster de colesterol e *H-colesterol
livre.

Nas Tabela 8 e 9 encontram-se as médias das taxa fracional remoc¢ao(TFR) e os

parametros cinéticos k 10, k12 € ka0 para o "*C-EC e *H-CL da populacdo estudada .
A TFR da nanoemulsdo marcada com '“C-éster de colesterol nas 24h foi maior nos
diabéticos do que nos ndo-diabéticos, p<0,01. Entretanto essa diferenca nao se
manteve para o grupo de diabéticos quando separamos pela presengca de CAC
(TABELA 9) e de espegamento intima arterial das artérias carétidas (dados nao
mostrados). Tentamos também realizar analise multivariada e nao foi possivel devido
ao baixo numero de casos avaliados. N3o houve diferenca na TFR do *H-colesterol
entre os individuos DM2 e controle, e nem quando dividimos o grupo de DM2 pela
presenca de CAC.

A avaliacdo dos parametros de cinética ki o, k1.2 € koo Notamos que o kz o-'*C-CE
foi maior para os diabéticos em relagdo ao controle, esta diferenca ndo se mantém
quando separamos os diabéticos pela presenca de CAC. Ja o ki o-°H-CL foi maior que
ki o- ™C-EC em todos os grupos. O k1,2 do ™C-EC e *H-CL nao apresentou diferenca

estatistica para nenhum dos grupos de pacientes estudados.
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TABELA 8: Taxas fracionais de remocdo e parametros cinéticos “C-EC e *H-CL, nos

grupos diabéticos e controle.

Diabéticos Controle p
n 12 9
TFR “C-EC(h™) 0,07 + 0,02 0,05 + 0,01 <0,01
kio “C-EC 0,31+0,15 0,33 +£0,28 0,91
kq2'*C-EC 1,10 £ 1,29 1,18 £ 1,53 0,60
koo'*C-EC 0,05 + 0,02 0,03 + 0,01 0,03
TFR®H-CL(h™) 0,05+ 0,02 0,05+ 0,02 0,75
k1 o°H-CL 0,77 + 0,40 0,89 + 0,69 1,00
ki 2°H-CL 0,84+ 1,01 1,01 + 1,11 1,00
koo H-CL 0,02 + 0,01 0,03+ 0,02 1,00

Média = desvio paddo. Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. TFR- taxa Fracional de Remogéo, EC- éster de
colesterol, CL- colesterol livre.ks o.remogao ndo especifica da nanoemulséo;k1 2. transformacdo da nanoemulsao pela
aquisicdo de apolipoproteinas;kzo- remogédo da nanoemulsdo do compartimento plasmatico para espacgo

extravascular.
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TABELA 09: Taxas fracionais de remogao e parametros cinéticos "C-EC e *H-CL, nos

grupos diabéticos com e sem CAC e controle.

Diabéticos Controle
CAC Sem CAC P
n 8 4 9
TFR ™C-EC (h™) 0,07 + 0,02 0,06 + 0,02 0,05 + 0,01 0,26
k 10 “C-EC 0,32 £0,15 0,29 + 0,14 0,33 £0,28 0,95
k 12"C-EC 0,92 + 1,10 1,36 + 1,95 1,18 £ 1,53 0,93
k 20"C-EC 0,04 + 0,02 0,04 +0,02 0,03 £ 0,01 0,89
TFR *H-CL(h™) 0,04 + 0,02 0,06 + 0,02 0,05 + 0,02 0,19
k 10 °H-CL 0,53 £ 0,37 0,99 + 0,06 0,89 £ 0,69 0,09
k 12 °H-CL 0,78 £ 1,15 0,60 £ 0,12 1,01+ 1,11 0,64
k 20 °H-CL 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01 0,03 £ 0,02 0,40

Média + desvio padrdo . Teste ndo paramétrico de Kruskall- Wallis. TFR- taxa Fracional de Remocao, EC- éster de

colesterol, CL- colesterol livre.ks o.remogao ndo especifica da nanoemulséo;k1 2. transformacdo da nanoemulsao pela
aquisicdo de apolipoproteinas;kzo- remogédo da nanoemulsdo do compartimento plasmatico para espacgo

extravascular.

Os Figura 5 e 6 expressam a curva de remogdo de'*C-CE e ®*H-CL em 24 horas
para o grupo diabético e controle. No anexo encontram —se as curvas separadas tanto

para presenseca de CAC. Tanto para o colesterol livre quanto o éster de colesterol.
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FIGURA 5: Curva do decaimento plasmatico do "C-éster de colesterol em diabéticos e
controles, pela porcentagem da média de radioatividade presentes no plasma em

funcdo do tempo.
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FIGURA 6: Curva do decaimento plasmatico do *H- colesterol livre em diabéticos e
controles, pela porcentagem da média de radioatividade presentes no plasma em

funcdo do tempo.
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4.4. Esterificacdo do *H-Colesterol livre

Nao encontramos diferenca nem na taxa percentual de esterificacdo e nem na
razao de esterificacdo TABELA 10 e 11.

TABELA 10: Taxa percentual de esterificagdo do *H- Colesterol presente na

nanoemulsido LDL-simile nos diabéticos e controles.

Tempo de Diabéticos Controles p
coleta(h)
N % N %
0,08 9 79 + 33 5 86 +12 0,08
01 9 68 + 36 5 88 + 11 0,60
02 11 62 + 33 6 8515 0,18
04 6 84 + 26 6 7325 0,39
06 8 72 + 33 6 82 + 22 0,34
08 8 67 + 32 4 69 + 39 0,80
24 5 73123 6 87 +16 0,17

Média + DP.Teste ndo paramétrico de Mann-whitney.

4.5 Transferéncia de lipides in vitro da nanoemulséo LDL- simile para HDL dos

diabéticos e controles.

Notamos uma porcentagem maior de *H-EC e TG nas HDL dos diabéticos em
relagdo ao controle, respectivamente 6,8 + 1,71 vs.5,0 £ 1,1%, p= 0,03; e ndo notamos
diferenca na porcentagem de fosfolipides e colesterol livre transferidos entre os grupos.
(Tabela 12)
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TABELA 11 : Razao de esterificagdo do *H-Colesterol presente na nanoemulséo LDL-

simile nos diabéticos e controles

Tempo de Diabéticos Controles P
coleta(h)
n RE n RE
0,08 9 1,08 + 1,88 5 0,18 £ 0,16 1,00
01 0,77 £ 1,50 5 0,15+ 0,16 1,00
02 11 1,26 £ 2,03 6 0,21 £ 0,27 0,40
04 6 0,05+ 0,04 6 0,58 £ 0,76 0,06
06 8 1,54 + 3,58 6 0,35+ 0,59 0,66
08 8 1,05 + 1,67 4 4,06 + 5,55 0,40
24 5 0,87 £+ 1,47 6 0,19 +£ 0,29 0,17

Média + DP.Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

TABLE 12: Transferéncia de lipideos (%) da nanoemulsdo da LDL-simile para HDL de

diabéticos e controles in vitro.

Diabético Control P
N 11 9
°H- éster de Colesterol 42+0,8 3,5+0,6 0,038
"C-fosfatidilcolina 24127 22,0+0,9 0,152
*H- triglicérides 6,8+1,6 5,0+1,1 0,031
4C- colesterol 9,2+29 74+26 0,230

Média + desvio padrdo. Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
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5. DISCUSSAO
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Neste estudo avaliamos pacientes com diabetes mellitus tipo 2, adultos com
longa duragao da doencga, controle glicémico ruim e sem complicagbes microvasculares
significativas, assintomaticos para doenga coronaria, com hipertensdo arterial
controlada comparados a controles pareados para idade, sexo, raga, e comorbidades.
O perfil lipidico foi semelhante entre os diabéticos e os controles, entretanto, este grupo
de pacientes diabéticos possui média da concentracdo de TG maior e média de HDL
menor que os controles, com concentragdes semelhantes de LDL, compativel com o
perfil da dislipidemia diabética(81; 124). Nos DM2 é a porcentagem de LDL pequeno e
denso que € maior e mais relacionada a DCV(82). HANAK e cols, em 2004, observaram
que pacientes com TG/ HDL > 3,8 mg/dl possuem 79% da concentragdo de LDL com o
fendtipo tipoB(pequeno e denso) e valores TG /HDL< 3,8 mg/dl expressam 81% de
fenadtipo tipo A da LDL(125) . Nao encontramos diferenca na relacdo de TG/HDL entre
0s grupos, provavelmente em fungcdo do numero de doentes no grupo DM2, mas a
média TG/HDL foi de 3,8 mg/dL indicando um provavel aumento no numero de LDL
pequena e densa nesta populagao.

Da Luz e col em 2005, avaliando a relagdo do perfil lipidico com o
desenvolvimento de angina, testes isquémicos positivos e obstrugdo na angiografia,
encontraram que a relagdo TG/HDL quando maior que 4 mg/dl & fator preditor
independente para o desenvolvimento de DAC (126), e ainda em 2008 mostraram que
este indice € um dos mais importantes preditores de DAC extensa (127). Mostrando
que os diabéticos podem estar com mais risco para desenvolvimento de DAC,
principalmente quando ja com CAC.

Até o momento estima-se em 20% a prevaléncia de aterosclerose coronaria na
populagcdo de pacientes diabéticos(3). Em pacientes diabéticos com aterosclerose
determinada pela tomografia computadorizada a presenga de CAC teve uma maior
relacdo com a mortalidade por causas cardiacas e infarto ndo fatal, do que em
pacientes nao diabéticos com mesmo valores de escore de Calcio coronario. Diabéticos

com a alteragdo em ECG de repouso (onda Q), e teste de estresse induzindo isquemia
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apresentam uma maior indice de calcio detectado pela tomografia
computadorizada(128). Na nossa populagao de diabéticos assintomaticos para DAC,
sem alteragcbes no ECG, detectamos 8 pacientes com escore de calcio positivo e 04
com escore negativo, e ndo identificamos diferencas clinicas e laboratoriais entre os
grupos.

Nossos dados possuem uma grande variabilidade no escore de calcio de
Agatston, com média 47 com minimo de 01 e maximo de 229. Wong, em 2005
comparando a CAC com a isquemia pela cintilografia mostrou que o diabetes associou-
se com 13% de isquemia em pacientes com CAC entre 100-399, enquanto na auséncia
de CAC a isquemia foi 3,6%(129). A presenca de CAC nos nossos pacientes sinaliza
que eles ja tem comprometimento aterosclerético mas essa presenga nao serve para
nos determinar a gravidade da lesdo.

Os fatores que podem interferir nas cinéticas do EC e do CL na nanoemulsao
seriam: a concentracédo de LDL, a presenca de apo E e os receptores de lipoproteinas.
No presente estudo a TFR-"*C-EC em pacientes diabéticos tipo 2, apresentou-se 22%
maior do que nos controles, e ambos os grupos nao diferiram na concentragao de
lipoproteinas plasmaticas, incluindo o LDL. Esse resultado é semelhante ao de Gylling ,
em 1997, que avaliando cinéticas de lipoproteina natural marcada com '*'I- ApoB LDL
em 13 pacientes DM2 e 18 controles, observaram que a TFR da apo B LDL foi maior
nos diabéticos, enquanto as concentragcbes e a taxa de sintese de apo B e de LDL
,respectivamente, eram semelhantes nos dois grupos(107).

Kissebah, em 1983, estudando a populagdo de DM2 com hiperlipidemia também
com a cinética de lipoproteina natural marcada com '?°- ApoB LDL, observou que em
08 diabéticos com controle glicémico ruim(glicemia de jejum maior que 150 mg/dl ), a
TFR da ApoB LDL foi reduzida em comparagao a 20 pacientes diabéticos com glicemia
de jejum até 150 mg/dl, sugerindo que o aumento da glicemia estaria interferindo na
intercdo do LDL e o receptor de LDL(130; 131). Os estudos com isotopos estaveis
marcando apo B e E em DM2 também mostram um atraso na remocao plasmaticas
dessas particulas(132; 133), e a este atraso € atribuido a menor afinidade das apo B e

E pelo receptor de LDL em diabéticos.
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A hiperglicemia crbénica leva a formacao de AGES, e consequentemente os DM2
com mau controle glicémico vao ter um maior percentual de lipoproteinas modificadas
por AGES, e consequentemente um aumento na expressdao de RAGES e receptores
scavengers. (13; 131). O receptor de Lecitina oxidada tipo1 (LOX-1) e o SR-B1 séo
receptores scavengers que tem sua expressdo aumentada em diabéticos, e maior
afinidade por particulas de lipoproteinas modificadas (134; 135). O LRP que tem sua
interacdo com lipoproteinas mediada pela interagdo da apo E com heparansulfato,
também tem sua interagdo modificada pela glicagado das apos nos DM2.

Dessa forma € possivel que a LDL-simile esta sendo removida mais rapida da
circulagao por adquirir apo E modificadas dos pacientes DM2, podendo entdo além de
ser retirada via receptor de LDL do plasma ()poder interagir com os receptores para apo
E modificadas presentes nos DM2.

A apo mais adquirida pela LDL-simile da nanoemulsao artificial € a apoE, tanto nos
modelos animais como nos humanos, e quanto mais apo E maior a remoc¢ao(96; 99;
102; 104)

O éster de colesterol pode ainda estar sendo captado seletivamente, como ja foi
demonstrado em modelos animais e humanos(136) o que explicaria a TFR do EC
apresentar-se acelerada enquanto a TFR do CL apresenta-se igual ao controle. O SR-
B1 seria o receptor responsavel por essa captacado seletiva de EC a partir de LDL e
HDL nas células hepaticas(134), que é o tecido no qual foi demonstrado uma maior do
captagcao EC da nossa emulsao

Devemos levar em conta que todos os pacientes diabéticos deste estudo estao
em uso de metformina. O mecanismo de acdo da metformina esta relacionado ao
estimulo da AMPK (AMP-activated protein kinase). A AMPK é importante no figado para
regular as proteinas envolvidas no metabolismo lipidico. Quando ativada fosforila e
inativa ACC e HMG-CoA redutase, reduzindo entdo a sintese de colesterol. Da mesma
forma inativa ACC reduzindo malonil Coa, aumentando a atividade CPT-1 e
consequente aumento da oxidagao do acido graxo. Logo estimula a oxidagédo de AGL e
o bloqueio da sintese de colesterol e TG. Também inibem a transcricado de SREBP-1,
que é um fator de transcricdo estimulado pela insulina e que é implicado na

patogénese da RI, dislipidemia e diabetes tipo 2, desta forma aumentando a expressao
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de receptor de LDL. Ja foi comprovado para a metformina ter efeito na redugao de
lipides é necessaria a ativagao da AMPK(137).

Em diabéticos tipo1 com controle glicémico ruim a remogdo do '“C-éster de
colesterol da nanoemulsdo lipidica também foi mais rapido do que em individuos né&o-
diabéticos, por provavel acdo da hiperinsulinemia na expressdao de receptores
hepaticos(138).

Notamos ainda que tanto os diabéticos tipo1 estudados anteriormente (138),
como os tipo 2 aqui estudados apresentavam grau de controle glicémico semelhantes.
Acreditamos entdo que a remogao EC acelerada em diabéticos tipo1 e tipo2 mal
controlados, pode também ser por efeito da glicacédo tanto de lipoproteinas plasmaticas
quanto teciduais(139; 140), que podem estar interferindo no clearance das lipoproteinas
como ja relatados acima.

A resisténcia a insulina vista como o principal fator fisiopatolégico que levaria o
diabético a ter um alto risco para doenga cardiovascular, esta associada as alteragdes
no perfil lipidico desse individuos(141). No presente trabalho os indices de homeostase
glicémica foram avaliados pelo Homa calculator. Nos diabéticos, nem os indices de Rl e
nem a concentracdo de insulina associaram-se a remocdo TFR ™C-EC (dados no
anexos). Vale lembrar que todos os diabéticos faziam uso de metformina o que pode ter
nos levado a subestimar a resisténcia a insulina nesses pacientes, do mesmo modo
que o uso de sulfonilureias pelos 4 diabéticos fez com que nosso indice de HOMA (3
fosse hiperestimado.

No presente estudo ndo encontramos diferenga entre a concentracédo de apo E
nos pacientes e nao observamos correlacdo desta com remocgao de lipides da
nanoemulsao (dados no anexo). Bach-Ngohou e cols, em 2002, avaliaram a cinética de
apo E através da infusdo de is6topos estaveis e com modelo compartimental mais
detalhado, em DM2 (n=7) e controles (n=5), e também encontraram concentragao
plasmatica semelhante de apo E em ambos os grupos; mostraram que a concentragao
de TG se correlacionou positivamente com a concentragao plasmatica de apo E e Apo
E VLDL; e que o aumento na taxa de producao de apo E — VLDL e Apo E- HDL nos
diabéticos também nao interferem na remocgao das particulas. A remocao de Apo E

VLDL foi correlacionada positivamente com Rl e a A1c . Em outro estudo sabemos que
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diabéticos tem glicacdo de apo E 2 e 3 maior que pacientes nao diabéticos, a glicagao
dos diferentes fendtipos de apo E- E2,E3,E4 foram associados com alteragdo na
interagcdo com seus receptores receptor de LDL, LRP ( que necessita de heparan
sulfato interagdo para se ligar ao este)(142).

O fato dos nossos diabéticos com ou sem CAC nado mostrarem diferengca na
TFR™C-EC coincide com os trabalhos de Gylling em 1996 que avaliando 13 DM2 com
hipercolesterolemia leve, sendo 07 com DAC definida por infarto prévio ou alteragao na
angiografia, ou alteragdo no ECG de esforgo, ndo encontrou diferenca entre as TFR de
LDL-apoB nos dois grupos(110); e com o trabalho de Santos em 2002 que com 0 uso
da mesma nanoemulsdo utilizada por nés, avaliando 19 pacientes com DAC, 14 sem
DAC, selecionados apds angiocoronariografia, também n&o apresentaram diferenca
na TFR "C-EC, fato este coincidente com os nossos resultados(96). Podemos afirmar
entdo que a presenca ou nao da doenca aterosclerética coronaria numa mesma
populagcdo com condigbes clinicas semelhantes, ndo altera o clearance do EC do
compartimento intravascular.

Em relacdo TFR *H-CL que foi semelhante nos dois grupos estudados confirma
o achado de que o colesterol livre presente na LDL- simile, semelhante aos das
lipoproteinas naturais, tem comportamento diferente do EC, sendo mais instavel
podendo migrar para outras particulas ou meio aquoso(96). Ja foi demonstrado
previamente que em hipercolesterolemicos familiar as estatinas podem acelerar a
remogao de EC mais do que a remocéao de CL(143). O colesterol livre pode sofrer agao
da LCAT se tornando um colesterol esterificado. A acdo das LCAT é maior nas HDL
que tem apo A1(62). Neste estudo ndo encontramos diferengas na esterificagdo do °H-
CL nos DM2 e controles, mostrando que a acdao da LCAT é importante para o
metabolismo do CL do intravascular, uma vez que encontramos uma menor
esterificagdo do *H-CL nos pacientes com DAC que apresentavam aumento na
remogao plasmatica do CL (96). Observamos uma concentragdo semelhante de CL
entre os diabéticos e nao diabéticos, confirmando que a remocao e esterificacdo do CL
nesta populagao se faga de forma semelhante.

A maior remogao de CL foi associada a DAC avancgada(95; 96). A populagao

deste estudo € constituida por pacientes assintomaticos para DAC. A presenca de
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calcio na artéria coronaria esta relacionado com a existéncia de placa ateroscleratica,
mas sO passa a ser detectado pela tomografia computadorizada quando acumulado sob
formas de placas na base da intima arterial(144). Entretanto n&do foi ainda estabelecida
a correlagdo deste achado com a gravidade da lesdo coronaria, principalmente em
diabéticos, como relatado previamente. O CL é citotoxico € um conteudo maior de CL é
encontrado em macréfagos de placas ateroscleréticas instaveis. Uma maior
concentragdo intracitoplasmatica de CL leva a uma maior produgcdo de proteinas
inflamatdrias que culminam com a instabilidade da placa(145). O efluxo de CL a partir
dos macrofagos para a HDL é mediado pela interagcdo de ABCA1 com apo A1 das
HDL(146). Os AGES diminuem a expressao de ABCA1 e consequentemente diminui o
efluxo de colesterol das células(147), mas a metformina pode aumentar o efluxo de
colesterol frente a presenca de AGES(148).

A PLTP e a CETP também pode estar interferindo nas vias metabdlicas do CL e
do CE. Estudos prévios de transferéncia in vitro de lipides a partir da LDL-simile para
HDL em DM2 e pacientes controles, observou que a HDL de DM2 foram mais capazes
de captar fosfolipides e CL. Nesses estudos o grupo controle tinha médias mais baixas
de TG e mais altas de HDL que o grupo de DM2(149; 150). Quando avaliamos as HDL
de pacientes com sindrome do ovario policistico, que também tinham HDL menor e TG
maior que o grupo controle tiveram maior transferéncia de TG e fosfolipides. Sendo que
a transferéncia de TG foi correlacionada com o aumento da Rl pelo HOMA-IR nessa
populacao(151). Encontramos uma semelhanga entre os diabéticos e nao diabéticos
em receber fosfolipides e CL da LDL- simile, mas tiveram uma maior capacidade de
receber CE e TG, e existem concentragdes plasmaticas semelhantes de HDL e TG
entre os dois grupos. A capacidade de HDL receber lipides vai ser determinada tanto
pela atividade de PLTP e CETP, que pode ser variavel em DM2 bem como depender do
subtipo de HDL presente no plasma: HDL3 ou HDL2. As HDL 2 tem um maior conteudo
de TG e sdo mais instaveis, com um catabolismo aumentado(79). Como nossos
pacientes aparentemente a LCAT apresenta atividade semelhante, pode estar influindo
na transferéncia de lipides de superficie para HDL tornando-a semelhante. Ja o
aumento na transferéncia de TG e EC pode estar relacionado ao fato desses pacientes

nao estarem sob o uso de estatinas, o que aconteceu nos demais estudos com DM2.
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Em uma analise prévia a estatina mostrou ser capaz de reduzir a transferéncia de todos
os lipides da nanoemulsdo LDL- simile para HDL(115). Os demais estudos com
diabéticos tipo 2 incluem pacientes em uso de estatinas e com doses variaveis e tempo
de uso também variavel, sendo este nosso primeiro estudo no qual os DM2 estavam

sem usar estatinas ha pelo menos 1 més antes das analises.

A formacdo da LDL pequena e densa que estd aumentada em DM2,
correlaciona-se com altas concentracdes de TG, o tipo de HDL e atividade da LH e LPL,
pois como sabemos essa particula de LDL é depletada de EC e tem um maior conteudo
de TG(82). Uma enzima importante nessa formagao das LDL pequenas e densas € a
CETP, que vai agir transferindo EC da HDL para as VLDL4, que estdo aumentadas no
DM2, e doar TG para as HDL. Com um maior conteudo de TG as HDL se tornam mais
instaveis e sdo removidas de modo mais eficaz pela LH(64) A HDL dos diabéticos,
neste estudo avaliadas in vitro, foram mais eficientes em receber TG e CE, podendo
este fato estar associado a atividade da CETP, PLTL, LPL e LH nesses pacientes, e

indiretamente relacionado a formagao da LDL pequenas e densas(62; 79).

Considerando o numero reduzido de pacientes avaliados neste estudo, podemos
relacionar que a maior remogao do éster de colesterol em pacientes diabéticos tipo 2
mas uma igual remogao de colesterol livre pode indicar um desequilibrio no conteudo
lipidico das principais lipoproteinas presentes nesta patologia, o que poderia vir a

favorecer aterosclerose nesses pacientes.
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Os pacientes com diabetes mellitus tipo 2 apresentam uma maior remogao do
EC e remocdo de CL semelhante quando comparados com individuos nao-

diabéticos.

Nao houve diferenga na remocéao plasmatica do EC e do CL entre os pacientes
diabéticos assintomaticos para DAC, com ou sem aterosclerose subclinica. O
fato do colesterol livre nesses pacientes asintomaticos para DAC com e sem
aterosclerose subclinica n&o diferir na sua remocéo, reforga a ligacdo do

colesterol livre com a doenga coronariana avangada.

Esse desequilibrio na remogao do colesterol livre e éster das lipoproteinas surge
como uma opg¢ao a ser investigada na génese da dislipidemia diabética e

consequente aterosclerose nesses pacientes.
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8.Anexos
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Anexo 1
-Transferéncia de lipides radioativos de uma nanoemulséo artificial lipidica para
HDL-C in vivo.

A partir de aliquotas de 1000pul de plasma dos participantes para cada tempo do
experimento (5min, 1h, 2h, 4 h, 6h, 8h e 24h) foram utilizadas. Adicionou-se a mistura
1000 pL de reagente de precipitagdo de 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 3.000rpm. Todo o sobrenadante, contendo a HDL, foram
pipetadas em vials de cintilagdo com 5ml de solugdo cintiladora Ultima Gold e a
radioatividade presente nas amostras foi quantificada em contador Beta (Liquid
Scintillation Analyzer, Packard 1600 TR, Palo Alto, CA). A quantificacdo dos lipideos
transferidos da nanoemulsao lipidica artificial para HDL plasmatica foram expressas
como percentagem (%) em relacédo a radioatividade total encontrada no plasma dos
pacientes que usamos para o calculo do decaimento plasmatico radioativo e

parametros cinéticos.
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Transferéncia de * H- colesterol livre da nanoemulsdo LDL-simile para HDL in vivo pelo

tempo.
Tempo de Diabéticos Controles p
Coleta(h)
0,08 26,2 + 8,1 40,5+ 4,7 0,008
01 29,15 + 15,02 36,0 £14,42 0,368
02 32,0+ 14,9 43,3 + 10,87 0,283
04 41,1 £ 16,7 44,4 1+ 28,0 0,886
06 42,37 £ 19,24 35,18 £ 27,5 0,556
08 38,2+27,0 36,7+15,4 0,905
24 39,6 £ 16,0 42,7 + 17,26 0,788

Média + desvio padrao.

Transferéncia de *C- éster de colesterol da nanoemulsdo LDL-simile para HDL in vivo

pelo tempo.
Tempo de Coleta Diabéticos Controles P
(h)
0,08 31,6 £6,17 38,1+ 23,29 0,260
01 34,5+9,13 51,81+ 144 0,07
02 40,8 + 11,2 51,179 0,106
04 36,5 +11,7 51,7 +11,5 0,114
06 32,3+3,9 33,2+17,1 1,00
08 38,1+11,5 53,6 £ 25,9 0,468
24 46,7+ 14,4 42,3+18,9 1,00

Média £ desvio padrao.
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Anexo2-Correlacao de parametros cinéticos e perfil glicémico e lipidico

Correlagdo dos parametros da cinética "*C-EC e *H- CL e os parametros de controle glicémico e indices RI para grupo
diabéticos.

Glicemia Insulina HOMA HOMAS RI HbA1c

15 11 11 11 11 15

TFR“CEC r -0.33929 0.10000 0.23636 -0.04545 0.04545 -0.08222
p 0.2160 0.7699 0.4841 0.8944 0.8944 0.7708

K1“CEC r 0.03571 -0.05455 -0.17273 -0.04545 0.04545 0.05719
p 0.8994 0.8734 0.6115 0.8944 0.8944 0.8396

K2""CEC r -0.05357 0.46364 0.13636 -0.41818 0.41818 0.03575
p 0.8496 0.1509 0.6893 0.2006 0.2006 0.8994

K12“CEC r 0.23214 0.35455 -0.10909 -0.40000 0.40000 0.22520
p 0.4051 0.2847 0.7495 0.2229 0.2229 0.4197

TFR®H-CL r 0.29286 0.11818 0.03636 -0.25455 0.25455 -0.05183
p 0.2895 0.7293 0.9 0.4500 0.4500 0.8544
K1,0°H-CL r -0.14286 0.09091 0.26364 -0.11818 0.11818 -0.24486
p 0.6115 0.7904 0.4334 0.7293 0.7293 0.3791

K2,0°H-CL r 0.49286 0.18182 0.00000 -0.22727 0.22727 0.13941
p 0.0620 0.5926 10.000 0.5015 0.5015 0.6202
K1,2°H-CL r -0.03943 0.97 0.11927 -0.08257 0.08257 0.03587
p 0.8891 0.6470 0.7269 0.8093 0.8093 0.8990

Correlagdo dos parametros da cinética '“C-EC e “H- CL e os parametros de controle glicdmico e indices RI para grupo
controle.

Glicemia Insulina HOMAQR HOMAS RI HbA1c
11 11 11 11 11 11




TFR™ EC -

ki “C-EC

koo “C-EC

ks2"C -EC

TFR *H-CL

ks o *H-CL

koo *H-CL

ks *H-CL

- U =~ T =~ T =~ T =~ T =~ T = T

[O

0.07289
0.8313
-0.32346
0.3319
-0.29613
0.3766
-0.63326
0.0365
0.02278
0.9470
-0.10934
0.7490
-0.18679
0.5824
-0.02733
0.9364

-0.86302
0.0006
0.06393
0.8519
-0.54795
0.0810
-0.13242
0.6979
0.61188
0.0454
0.42923
0.1877
0.40183
0.2206
0.10959
0.7484

-0.50909
0.1097
0.16364
0.6307
-0.13636
0.6893
0.29091
0.3855
0.43636
0.1797
0.43636
0.1797
0.45455
0.1601
0.19091
0.5739

0.84545
0.0010
-0.09091
0.7904
0.60909
0.0467
0.16364
0.6307
-0.65455
0.0289
-0.44545
0.1697
-0.44545
0.1697
-0.13636
0.6893

-0.84545
0.0010
0.09091
0.7904
-0.60909
0.0467
-0.16364
0.6307
0.65455
0.0289
0.44545
0.1697
0.44545
0.1697
0.13636
0.6893

-0.10092
0.7678
0.08716
0.7989
-0.05046
0.8829
-0.27065
0.4208
-0.40369
0.2182
-0.34864
0.2934
-0.62847
0.0384
-0.43121
0.1854
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Correlacao dos valores da cinética de nanoemulsao com os parametros do perfil lipidico para o grupo diabéticos

CT CNHDL CL EC LDL VLDL HDL TG TG/HDL ApoAl ApoB ApoE
N 15 15 14 14 15 14 15 15 15 15 15 15

TFRY™C- r -0.164 -0.060 -0.543 -0.037 -0.279 -0.103 -0.036 0.000 -0.039 -0.228 -0.267 -0.246
=C p 0.5585 0.8298 0.0446 0.8991 0.3134 0.7253 0.9091 10.000 0.8894 0.4126 0.3344 0.3760
k,"CEC r -0.100 -0.014 -0.382 -0.019 -0.214 -0.072 -0.225 0.100 0.175 -0.007 -0.203 0.221
p 0.7229 0.9597 0.1767 0.9465 0.4419 0.8054 0.4184 0.7229 0.5327 0.9798 0.4668 0.4277

k,CEC r -0.228 -0.310 -0.402 -0.243 -0.336 -0.200 0.179 -0.153 -0.192 -0.164 -0.392 -0.107
p 0.4126 0.2597 0.1535 0.4006 0.2199 0.4930 0.5228 0.5848 0.4910 0.5585 0.1475 0.7039

ki, “CEC r  -0.267 -0.371 -0.334 -0.340 -0.393 -0.367 0.096 -0.207 -0.178 -0.182 -0.342 -0.007
p 0.3344 0.1728 0.2425 0.2333 0.1463 0.1967 0.7315 0.4588 0.5243 0.5159 0.2109 0.9798

TFR®H- r -0.107 0.128 0.200 -0.182 0.102 0.336 -0.702 0.464 0.650 -0.064 -0.078 0.042
ct p 0.7039 0.6479 0.4925 0.5325 0.7174 0.2398 0.0035 0.0813 0.0087 0.8199 0.7808 0.8795
kio°H-CL r  -0.075 0.192 0.079 -0.041 0.284 0.507 -0.722 0.610 0.753 -0.135 0.121 0.028
p 0.7905 0.4910 0.7878 0.8873 0.3037 0.0638 0.0024 0.0156 0.0012 0.6296 0.6664 0.9195

koo ®H-CL r  -0.078 0.071 0.143 -0.138 -0.028 0.147 -0.496 0.225 0.378 0.171 -0.089 0.192
p 0.7808 0.8003 0.6257 0.6369 0.9193 0.6154 0.0598 0.4201 0.1641 0.5413 0.7517 0.4910

ki2®H-CL r  0.007 0.060 -0.435 0.156 0.061 0.231 -0.154 0.272 0.204 0.211 -0.129 0.039

p 0.9798 0.8292 0.1197 0.5926 0.8288 0.4268 0.5820 0.3260 0.4652 0.4493 0.6467 0.8891




Correlagao dos parametros da cinética de nanoemulsao com do perfil lipidico para o grupo controle.
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CT CNHDL CL EC LDL VLDL HDL TG TG/HDL ApoAl ApoB ApoE
N 11 11 7 7 11 11 11 11 11 11 11 11

0.181 0.154 -0.071 0321 0.118 0.177 -0.168 0.218 0.218 -0.190 0.109 -0.201

TFR'C-EC 0.5926 0.6500 0.8790 0.4821 0.7293 0.6012 0.6195 0.5192 0.5192 0.5739 0.7495 0.5517
0.218 0472 0535 0.035 0.527 -0.241 -0.127 -0.227 -0.063 -0.200 0.345 -0.422

k1,0"C EC 0.5192 0.1420 0.2152 0.9394 0.0956 0.4744 0.7079 0.5015 0.8525 0.5554 0.2981 0.1960
-0.009 0.081 -0.428 -0.214 0.190 -0.537 0.009 -0.509 -0.272 -0.190 -0.054 -0.238

ki2*C EC 0.9788 0.8110 0.3374 0.6445 0.5739 0.0881 0.9787 0.1097 0.4171 0.5739 0.8734 0.4800
0.009 -0.090 1.00 -0.357 0.018 -0.273 -0.018 -0.245 -0.136 -0.136 -0.063 0.018

k 20"*C EC 0.9788 0.7904 0.0001 0.4316 0.9577 0.4160 0.9575 0.4669 0.6893 0.6893 0.8525 0.9573
-0.427 -0.490 -0.035 0.107 -0.563 -0.068 0.013 -0.081 -0.063 0.045 -0.554 -0.275

TFR*H-CL 0.1899 0.1252 0.9394 0.8192 0.0710 0.8418 0.9681 0.8110 0.8525 0.8944 0.0767 0.4127
-0.554 -0.400 -0.035 -0.142 -0.500 0.136 -0.278 0.145 0.236 -0.245 -0.336 -0.137

k1o *H- CL 0.0767 0.2229 0.9394 0.7599 0.1173 0.6886 0.4069 0.6696 0.4841 0.4669 0.3118 0.6866
-0.427 -0.500 -0.035 -0.142 -0.600 0.031 -0.082 0.054 0.045 -0.109 -0.445 0.004

ki2 *H-CL 0.1899 0.1173 0.9394 0.7599 0.0510 0.9258 0.8101 0.8734 0.8944 0.7495 0.1697 0.8512
-0472 -0.554 0.071 -0.142 -0.609 -0.227 -0.027 -0.218 -0.118 -0.090 -0.645 -0.321

K 20°H- CL 0.1420 0.0767 0.8790 0.7599 0.0467 0.5005 0.9363 0.5192 0.7293 0.7904 0.0320 0.3356
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