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Leal DP. Efeito da restricdo caldrica e das estatinas na interacdo entre o processo de
transferéncia de lipides para a HDL e as concentracdes séricas da Sirtuina 1 e do
receptor sollvel dos produtos finais da glicacdo avancada em mulheres com DAC
precoce [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.
Resumo
Introducdo: As baixas concentracdes séricas da HDL-colesterol estdo associadas
com maior incidéncia de doenca arterial coronaria (DAC). No entanto, poucas
intervencgdes sdo capazes de aumentar o HDL-C sérico e a evidéncia de reducéo de
risco cardiovascular associada ndo se concretizou. Parametros de funcionalidade da
particula HDL tém se associado a uma maior capacidade preditora do risco de DAC
precoce. Sabe-se que a restricdo caldrica (RC) e a atorvastatina reduzem o estresse
oxidativo pela ativacé@o de varias vias metabdlicas, que incluem o aumento da sirtuina-
1 (Sirt-1) e do receptor soluvel dos produtos finais da glicacdo avancada (SRAGE) e
pela reducdo de LDL-c, respectivamente. No entanto, ainda ndo esta claro se essas
intervencgdes melhoram a capacidade funcional da HDL. O presente estudo avaliou os
efeitos da restricdo calérica e da administracdo da atorvastatina nas concentracdes
séricas de Sirt-1 circulante, SRAGE, LDL-c e nos parametros de funcionalidade da
particula de HDL em mulheres com DAC precoce. Métodos: Ensaio clinico
randomizado em 39 mulheres com DAC precoce (<55 anos), de dois meses de
seguimento, foram alocadas em 3 grupos de 13 pacientes: grupo RC (30 % do valor
energético total), atorvastatina (80 mg) e controle. Os marcadores bioquimicos séricos
triglicérides, colesterol total, HDL, LDL, apoAl, apoB, lipoproteina (a), glicose, proteina
C reativa (PCR), Sirt-1, sSRAGE e a funcionalidade de HDL (composicao lipidica,
transferéncia de lipides e capacidade antioxidante) foram analisados no inicio e apés
dois meses. Resultados: A média de idade foi de 50,5 + 3,8 anos. A RC aumentou a
Sirt-1 em 63,6 pg/mL (C195%:1,5 —125,7; p = 0,045) e o reduziu o IMC em 0,8 kg/m2
(95%CI: -1,349 — -0,273; p = 0,004) de maneira independente de outros fatores
cardiometabolicos. A atorvastatina reduziu o LDL-C em 40,0 mg/dL (C195%:-69,910 —
-10,1; p = 0,010). O aumento de Sirt-1 e a redugdo de IMC foram associados
independentemente com reducdo fosfolipides da composicdo lipidica da HDL
(respectivamente, f = -0,071; CI95%:-0,136 — -0,006; p = 0,033; B = 7,486;
C195%:0,350 — 14,622; p = 0,040). A reducdo de IMC foi também associada com
menor quantidade de colesterol livre na HDL (B = 0,818; CI95%:0,044 —1,593; p =

0,039). A reducao de LDL-c pelas estatinas foi associada com reducdo da taxa



maxima de producéo de peroxidos lipidicos da HDL (B = 0,002; CI95%:0,000 —0,003;
p = 0,022) e da geracéo total de dienos conjugados (3 = 0,001; CI95%:0,000 —0,001;
p =0,029). Concluséo: A restricdo calorica e a atorvastatina foram capazes de alterar
a funcionalidade da HDL através de duas maneiras distintas. A reducdo de IMC e
aumento de Sirt-1 circulante através da restricdo da dieta reduziram a transferéncia
de fosfolipides para HDL e colesterol livre da particula, reduzindo, portanto, propensao
a oxidacdo. J4 a reducao de LDL-c pela estatina reduziu diretamente a producéo total
de dienos conjugados da HDL, revelando uma reducéo da oxidag&o da particula.

Descritores: Restricao cal6rica, Doenca arterial coronéria precoce, Sirtuina 1, HDL-
colesterol, Receptor soluvel dos produtos finais da glicacdo avancada.



ABSTRACT

Leal DP. Effect of caloric restriction and statins on the interaction between lipid transfer
process to HDL and serum concentrations of Sirtin 1 and Soluble Receptor for
advanced glycation end products in women with early coronary artery disease [thesis].

Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2022.

Introduction: Low serum HDL-cholesterol concentrations are associated with a higher
incidence of coronary artery disease (AD). However, few interventions are capable of
increasing the sumric HDL-C and the evidence of associated cardiovascular risk
reduction has not materialized. HDL particle functionality parameters have been
associated with a higher predictability of early DAC risk. It is known that the caloric
restriction (CR) of the diet and atorvastatin reduce oxidative stress by the activation of
several metabolic pathways that include the increase of sirtin-1 (Sirt-1) and soluble
receptor of the final products of advanced glycation (SRAGE) and by the reduction of
LDL-c, respectively. However, it is still unclear whether these interventions improve the
functional capacity of HDL. The present study evaluated the effects of caloric restriction
and atorvastatin administration on circulating Sirt-1 serum concentrations, SRAGE,
LDL-c and hdl particle functionality parameters in women with early DAC. Methods: A
randomized clinical trial in 39 women with early DAC (<55 years), two months of follow-
up, were allocated in 3 groups of 13 patients: CR group (30% of total energy value),
atorvastatin (80 mg) and control. The serum biochemical markers triglycerides, total
cholesterol, HDL, LDL, apoAl, apoB, lipoprotein (a), glucose, C-reactive protein (CRP),
Sirt-1, SRAGE and HDL functionality (lipid composition, lipid transfer and antioxidant
capacity) were analyzed at the beginning and after two months. Results: The mean
age was 50.5 + 3.8 years. CR increased Sirt-1 by 63.6 pg/mL (CI95%:1.5 to 125.7; p
= 0.045) and reduced BMI by 0.8 kg/m2 (95%CI: -1.349 -0.273; p = 0.004)
independently of other cardiometabolic factors. Atorvastatin reduced LDL-C by 40.0
mg/dL (CI95%:-69,910 - 10.1; p = 0.010). Sirt-1 increase and BMI reduction were
independently associated with phospholipid reduction of HDL lipid composition
(respectively, B =-0.071; C195%:-0.136 -0.006; p = 0.033; B = 7,486; C195%:0.350 p =
0.040). The reduction in BMI was also associated with a lower amount of free
cholesterol in HDL (B = 0.818; Cl195%:0.044 p = 0.039). The reduction of LDL-c by
statins was associated with a reduction in the maximum rate of production of HDL lipid
peroxides (B = 0.002; C195%:0.000 p = 0.022) and the total generation of conjugated
dines (B = 0.001; CI95%:0.000 p = 0.029).Conclusion: Calorie restriction and
atorvastatin were able to alter HDL functionality in two different ways. The reduction in
BMI and increase in circulating Sirt-1 through dietary restriction reduced the transfer of
phospholipids to HDL and free cholesterol from the particle, therefore reducing the
oxidation propensity. The reduction of LDL-c by the statin directly reduced the total
production of HDL-conjugated dienes, revealing a reduction in particle oxidation.

Keywords: Caloric restriction,Early coronary artery disease,HDL-cholesterol, Sirtuin

1.Cholesterol-HDL, Soluble Receptor for final products advanced glycation.



Introducéo

A doenca arterial coronariana (DAC) € uma das principais causas de morte em
mulheres (MANSUR; FAVARATO; STRUNZ; AVAKIAN et al., 2022). Os estrogénios
desempenham um papel essencial na saude vascular, e o declinio de seus niveis
circulantes na menopausa foi associado a um risco aumentado de eventos
cardiovasculares em mulheres (GERAGHTY; FIGTREE; SCHUTTE et al., 2021;KOK;
VAN ASSELT; VAN DER SCHOUW; VAN DER TWEEL et al., 2006). No entanto, a
DAC é menos prevalente em mulheres na pré-menopausa, e as possiveis hipoteses
provavelmente ndo sdo atribuidas aos mecanismos estrogénio-dependentes da
concentracdo plasmatica direta (MANSUR; FAVARATO; STRUNZ; AVAKIAN et al.,

2022). Portanto, a DAC prematura pode envolver outras vias fisiopatolégicas.

A DAC caracteriza-se pela formacdo de placas de aterosclerose, compostas
por acumulo de lipides, células imuno-inflamatorias derivadas do sangue periférico,
principalmente mondcitos e células T. O nudcleo lipidico da placa aterosclerotica
contém células espumosas, componentes residuais de células mortas e goticulas de
lipides, incluindo colesterol esterificado e cristais de colesterol. Esta regido é envolvida
por uma capa fibrosa contendo células musculares lisas e uma matriz rica em fibras
de colageno que estabilizam a placa (JONASSON et al., 1986). A progressao da lesao
aterosclerotica promove reducdo do fluxo coronario e, consequentemente,

desencadeia a isquemia miocéardica (CASTELLI et al., 1986).

Na fase inicial, a placa aterosclerdtica ndo compromete o limen arterial. Ao
longo dos anos, a exposicdo aos fatores de risco contribui para a evolugdo da
aterosclerose. O crescimento da placa ocorre devido ao acumulo de LDL-C, que ira
diminuir a luz do vaso, comprometendo o fluxo sanguineo. Nessa etapa pode ocorrer
isquemia, diminuindo a oferta de oxigénio e nutrientes para o miocardio. A isquemia
pode interferir no metabolismo do miocéardio e esta associada a angina de peito
(STARY et al., 1885; LIBBY, 2013). Além disso, as placas de ateroma podem sofrer
ruptura, ocasionando um evento aterotrombotico (STARY et al., 1995; LIBBY, 2021).

Os principais fatores de risco envolvidos no processo da aterosclerose incluem
hipertensédo arterial sistémica (HAS), tabagismo, dislipidemias, diabetes mellitus,

antecedentes familiares, sedentarismo e obesidade (Koji¢ et al., 2014). Sabe-se que
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o controle dos fatores de risco foi responsavel por pelo menos 50% na reducéo da
mortalidade por DCV (FORD et al., 2007).

Evidéncias sugerem que o aumento da circunferéncia abdominal para homens
(>102cm) e mulheres (>89cm) e obesidade estdo associados ao aumento do risco
para DAC (HINDLE et al., 2010). O tratamento do sobrepeso e obesidade e o controle
dos demais fatores de risco consiste dentre outras intervencdes na mudanca de estilo
de vida, incluindo atividade fisica adequada e a restricdo caldérica (WEISS e
FONTANA, 2011).

1.1 Restricédo caldrica

A restricdo caldrica (RC) consiste na reducdo do consumo de calorias em torno
de 20 a 30% da ingestdo habitual, sem desnutricdo, € uma das formas de intervencéo
nutricional que tem sido muito estuda sobre seus potenciais beneficios (PUG et al.,
1999; GENARO, 2009; TREPONOWSKI et al., 2011).

Estudo CALERIE avaliou o efeito da RC de 25% sob fatores de riscos
cardiometabolicos ao longo de dois anos e mostrou que a RC foi capaz de reduzir
significativamente mdltiplos fatores de risco cardiometabdlicos em homens e mulheres
jovens e ndo obesos, mostrando ser uma intervencdo segura e sustentavel
(DORLING; RAVUSSIN; REDMAN; BHAPKAR et al., 2021).

Estudos mostram efeitos benéficos da restricdo caldrica sobre o sistema
cardiovascular pelo controle dos principais fatores de risco, assim como na reducéo
da inflamacéo e do estresse oxidativo (FONTANA et al., 2004; WEISS e FONTANA,
2011).

Estudo realizado em homens e mulheres dislipidémicos mostrou que a restricdo
calorica alem de promover perda de peso, melhorou o controle glicémico e a
sensibilidade a insulina, e reduziu colesterol total (VOLEK et al., 2008). Em pacientes
diabéticos do tipo I, a restricdo caldrica associou-se com reducado de 44% nas doses
de insulina (MEEHAN et al., 2015).

Em pacientes obesos, a restricao caldrica promoveu reducédo da apoptose dos

cardiomiocitos, impedindo mudancas nas isoformas da miosina e preservando ou
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melhorando a funcao diastolica do ventriculo esquerdo (WEISS e FONTANA, 2011,
Mateo-Gallego et al., 2016). A restricao caldrica por 6 meses reduziu de 5 a 15% dos
niveis séricos do colesterol total e do lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) (WEISS
e FONTANA, 2011). A reducao nos niveis séricos de colesterol total foi ainda maior,
em torno de 30%, apos 1 ano da restricdo calorica (FONTANA et al., 2004; DAS et al.,
2007; WEISS e FONTANA, 2011).

Pacientes hipertensos submetidos a restricdo calorica de 600Kcal/ dia da sua
dieta habitual durante o periodo de 12 meses mostrou que esta intervencéo reduziu a
pressdo arterial sistolica (PAS) -4,2 mm Hg e pressao arterial diastolica (PAD) foi -
3,3 mm Hg , acompanhada por uma diminuicdo significativa na insulina plasmatica -
11,7 %, aldosterona -10,4 %, niveis de leptina -26,3 % e perda de peso média de
8,1 kg (FOGARI et al., 2010).

Estudo realizado em camundongos homozigotos geneticamente modificados
para a apolipoproteina E (ApoE-/-) e submetidos a uma dieta restritiva em calorias
(60% menos que o ad libitum) houve diminuicdo significativa nas lesbes
ateroscleroticas quando comparados a camundongos que ndo foram submetidos a
restricdo caldrica. Além disso, camundongos (ApoE-/-) com restricdo caldrica
apresentaram diminuicdo significativa do estresse oxidativo na parede da aorta,

contribuindo para um efeito antiaterogénico. (GUO et al., 2002).

A restricdo cal6rica tem um efeito protetor contra o risco de desenvolvimento
de doencas cardiovasculares. Este efeito é evidenciado por grandes diminui¢cdes da
pressdo arterial, LDL, colesterol-total, triglicérides, baixo de proteina C-
reativa,interleucina 6 (IL-6), e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (FONTANA et al.,
2004; DOLINSKY e DYCK, 2011; BALES e KRAUS, 2013). Portanto, a restricao

calorica associou-se a melhorias nos principais fatores de risco para a DAC.
1.2. Estatinas

A estatina € um medicamento usado na prevencao primaria e secundaria das

DCV. A principal acdo desta classe de medicamentos é a redugao dos niveis séricos
do LDL-colesterol. Isto ocorre pela inibicdo da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase

(HMG-CoA redutase), enzima fundamental na sintese do colesterol intracelular

(EGOM e HAFEEZ, 2016). A inibicdo desta enzima reduz os niveis de colesterol na
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célula hepética e, em resposta a privacao, ocorre uma maior exposicao de receptores
para o LDL na membrana das suas células e, consequentemente, maior captacao do
LDL-colesterol sérico. (VAUGHAN et al., 2003.)

Recentemente, estudos mostraram associagdo entre as estatinas e maior
incidéncia de diabetes melito (ATHYROS e MIKHAILIDIS, 2012; SIMSEK et al., 2012).
Estudo realizado em pacientes com sindrome coronariana aguda, que fazem uso de
estatina, mostrou um aumento significativo de 27% no risco desses pacientes
desenvolverem diabetes melito em relacéo ao grupo controle (LIN et al., 2016). Porém,
estudos sdo contraditérios em relacdo a associacdo entre estatinas e incidéncia de
diabetes, (COLEMAN et al., 2008; Barkas et al., 2016; Calza et al.,, 2016). Em
camundongos a rosuvastatina (10mg/kg/dia) por 30 dias, induziu a intolerancia a
glicose. (BIRNBAUM et al., 2014). Em outro estudo a administragcdo de rosuvastatina
em doses de 20 e 40 mg/kg/dia durante 5 semanas, melhorou a intolerancia a glicose
(FERREIRA et al.,2013). Portanto, os mecanismos e vias metabdlicas envolvidas na

possivel associacdo entre estatinas e diabetes devem ser melhor estudadas.

A dieta restritiva em usuarios de estatinas (atorvastatina, rosuvastatina,
fluvastatina, pravastatina ou lovastatina) mostrou, apds 3 semanas, reduziu pressao
arterial sistélica e diastdlica e, apés 6 semanas observou também, reducdo dos niveis
séricos de triglicérides e insulina (BALLARD et al., 2013).

A prevaléncia de DAC é mais elevada em mulheres na pds-menopausa em
comparacao as mulheres no climatério (KOK et al., 2006). Evidéncias epidemioldgicas
tém mostrado que o HDL baixo é fator de risco independente para DAC (Franceschini,
2001). Sultan e cols mostraram reducéo da concentracdo sérica de HDL-C na pés-
menopausa em comparagcdo com a pré-menopausa (SULTAN et al., 2003). Para
verificar a influéncia da menopausa sob os fatores de risco de DAC foi realizado o
estudo SWAN (Study of Women'’s Health Across the Nation). As participantes tinham
entre 42 a 52 anos e foram acompanhadas por 9 anos. Observou-se no periodo
aumento gradativo de colesterol total, LDL-C e apolipoproteina B (apo B). Em
contrapartida, observou-se reducao da concentracdo serica do HDL-C e apo A-l, neste
periodo (DERBY et al., 2009).
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Portanto torna-se necessario avaliar os aspectos funcionais antiaterogénicos
da HDL, como sua atividade antioxidante, antiinflamatoria, antiagregante plaquetaria

e o transporte reverso do colesterol.

O transporte reverso do colesterol tem sido considerado importante na
formacdo, maturacdo e degradacdo da HDL. Durante o transporte ocorre a
transferéncia do colesterol livre dos tecidos periféricos para o HDL, através das
proteinas transportadoras de colesterol da membrana celular, ATP-binding cassette
transporter A1 (ABCA1) e ATP-binding cassette transporter G1 (ABCGL1). A troca de
lipides entre as lipoproteinas é também intermediada por proteinas de transferéncia,
tais como proteina de transferéncia éster de colesterol (CETP) e proteina de
transferéncia de fosfolipides (PLTP) que estdo envolvidas nas transferéncias de
nucleo (ésteres de colesterol e triglicérides) e de superficies lipidicas (fosfolipides e
colesterol livre) (TALL, 1995). Em seguida, o colesterol é transportado para o figado

para ser excretado na bile.

Em pacientes com evento coronario recente, observou-se que a capacidade da
HDL de promover o efluxo de colesterol, e as transferéncias de CE para a HDL estéo
prejudicadas (SOARES et al., 2019). Em pacientes com DAC precoce, as taxas de
transferéncias de CL para a HDL estdo diminuidas em comparacédo aos grupos sem
as respectivas doencas, mesmo sem haver diferenca nas concentracées séricas do
HDL-C. Esses resultados sugerem, que os distlrbios no metabolismo da HDL, podem
estar envolvidos no processo aterosclerético (MARANHAO et al., 2012)

A troca de lipides com as células e outras lipoproteinas € importante no
metabolismo de HDL e para sua funcao antiaterogénica (ROSENSON et al., 2011).
Para avaliar a capacidade da HDL em receber simultaneamente fosfolipides (FL),
colesterol livre (CL), colesterol esterificado (CE) e triglicérides (TG), foi desenvolvido
um método no laboratério de Metabolismo de Lipides que permite avaliar esta
capacidade através de uma nanoemulsao lipidica artificial (MARANHAO e FREITAS,
2014).

Este método foi utilizado para investigar o metabolismo da HDL em diversas
situacdes (DAMINELLI et al., 2008; FEITOSA-FILHO et al., 2009; GIRIBELA et al.,
2009; PUK et al., 2009; ROCHA et al., 2010; VALLE et al., 2010; CASELLA-FILHO et

18



al., 2011; MARANHAO e FREITAS, 2014). Estudo realizado em 30 pacientes com
DAC precoce, sendo 20 mulheres, foi visto que a transferéncia de colesterol livre e
triglicérides estavam diminuidas nestes pacientes (Maranhéo et al., 2012). Portanto,
torna-se necessario a avaliagéo funcional do HDL como um possivel biomarcador para

DAC precoce nas mulheres.
1.3. Sirtuinas

As sirtuinas (SIRT) sdo uma familia de proteinas dependentes da nicotinamida
adenina dinucledtideo (NAD*) e ADP-ribosiltransferase. S&o importantes reguladores
de uma ampla variedade de processos celulares e fisiologicos, tais como proliferacéo
e diferenciacdo celular, resposta ao estresse oxidativo, estabilidade do genoma,
sobrevivéncia celular, metabolismo e homeostasia energética e processo de
envelhecimento (MICHAN e SINCLAIR, 2007).

Foram identificadas sete isoformas de sirtuinas (SIRT 1-7) em mamiferos,
distribuidas em trés compartimentos celulares (Park et al., 2013). SIRT 1, 2, 6, 7
encontram-se no nucleo; as isoformas SIRT 1 e SIRT 2 sdo também reconhecidas no
citoplasma e as SIRT 3, 4 e 5 estéo localizadas na mitocondria (MICHISHITA et al.,
2005; TENNEN et al., 2010). Por diferentes vias, a SIRT1 protege contra 0S processos
gue levam a doenca cardiovascular (OELLERICH e POTENTE, 2012).

Nos vasos, 0 6xido nitrico é crucial para a manutencdo da integridade do
endotélio vascular e promocédo da angiogénese. O aumento da SIRT1 é capaz de
ativar a enzima oxido nitrico sintetase do endotélio (eNOS), e assim aumentar a
producdo de o6xido nitrico, favorecendo a vasodilatacdo (MATTAGAJASINGH et al.,
2007).

A expressao de SIRT-1 pode ser ativada quando as células tém que lidar com
um estado de energia negativo sob condi¢des de jejum ou RC (ALLARD et al., 2009).
No figado, a ativacao sirt-1 e necessaria para aumentar
a gliconeogénese, glicogenolise e oxidagcdo de acidos graxos (LOMB et al.,
2010, GILLUM et al., 2011), embora menos se saiba sobre o papel do SIRT-1 no
controle do metabolismo do colesterol no figado e outros tecidos.
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Poucos estudos identificaram que o SIRT-1 pode influenciar a concentracao
plasmatica de alguns lipides. Em humanos, foi demonstrado que 1 ano de restricao
caldrica é suficiente para produzir uma reducgédo significativa nos niveis plasmasicos
de colesterol total, LDL-colesterol, triglicérides e glicose, acompanhado por um

aumento significativo nos niveis de plasma HDL-colesterol (FONTANA et al., 2004).

A hiperexpresséao de SIRT-1 protege contra a hipertrofia cardiaca e esta a¢éo envolve
em parte a ativacdo do PPAR-a proteina receptora nuclear que funciona como fator
de transcricdo que regula a expressao de genes (PLANAVILA et al., 2011). A via das
sirtuinas € também importante no controle do perfil lipidico do organismo; no figado,
a SIRT1 ativa o receptor nuclear X (LXR) que regula a transcricdo do gene do
transportador de colesterol ABCA1 da membrana celular, consequentemente,
favorecendo assim o transporte reverso pelo HDL-colesterol, com reducdo da
concentracdo de colesterol nos tecidos periféricos e metabolizando-o no figado (LI et
al., 2007).
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1.4. Receptor solavel do produto final de glicagcédo avancada (SRAGE)

O receptor do produto final de glicagdo avancada (RAGE) pertence a familia
das imunoglobulinas presente na superficie de varios tipos de células (NEEPER et al.,
1992; SOULIS et al., 1997).

Nas lesdes aterosclerdticas, os produtos finais de glicacdo avancada (AGES)
carboxymethyllysine (CML) e metilglioxal derivado hydroimidazolone-1, se ligam ao
RAGE (Kislinger et al., 1999; Xue et al., 2014), levando a ativagdo de macroéfagos,
fibroblastos e células endoteliais, consequentemente, produzindo maior quantidade
de citocinas inflamatérias como IL-1 (interleucina 1), IL-6 (interleucina 6) e TNF-a (fator

de necrose tumoral alfa) (XUE et al., 2014).

Além disso, ao se ligar no RAGE, os AGEs alteram o metabolismo celular,
ocasionando liberacdo de radicais de oxigénio, induzindo o estresse oxidativo,
responsavel, por injurias vasculares e também pelo aumento da expressdo da
molécula de adesdo VCAM-1, capaz de agregar mondcitos na parede endotelial,
aumentando a probabilidade de formacdo de trombos e intensificacdo da lesdo
aterosclerotica (HEIER et al., 2015).

O RAGE pode passar por uma variedade de processos de splicing do seu
MRNA, produzindo variadas isoformas como o RAGE soluvel (SRAGE). No plasma
humano duas isoformas sao predominantes. A primeira € obtida pela ligacdo do RAGE
a membrana, clivada por metaloproteinases (HOFMANN et al., 1999), e a outra
produzida por splicing alternativo do gene RAGE conhecida como secrec¢ao enddgena
RAGE (esRAGE) (HUDSON et al., 2008), juntos eles constituem o RAGE soluvel no
plasma (SRAGE). O sRAGE atua diminuindo a sinalizacdo RAGE, consequentemente
reduzindo inflamacéo (HANFORD et al., 2004).

O mecanismo pelo qual isso ocorre € devido a ligagdo do SRAGE com os AGEs
circulantes no sangue reduzindo a interagdo dos AGEs com o RAGE da membrana
celular e, consequentemente, diminuindo a ativacdo citoplasmatica do eixo pro-

inflamatorio pelo RAGE de membrana.
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Estudo em pacientes com DAC mostrou que os niveis de sRAGE estéo
reduzidos nessa populacdo em comparacdo com individuos controle (FALCONE et
al., 2005). Estudo em individuos com alto risco de DCV para verificar a associacao
entre os niveis de SRAGE e aterosclerose, observou-se que baixos niveis de sRAGE
sdo independentemente associados a uma maior prevaléncia de aterosclerose o
estudo foi realizado com 2.572 individuos (LINDSEY et al., 2009). Estudo prospectivo
em pacientes com suspeita de DAC e ndo diabéticos, baixos niveis séricos de SRAGE
associaram-se a maior incidéncia de eventos cardiovasculares em 48 meses de
seguimento (CHIANG et al., 2009). Estudo feito em 24 mulheres saudaveis com idade
entre 55-65 anos para verificar o efeito das intervengdes, suplementacdo de
resveratrol (500 mg / dia) e da restri¢cdo caldrica (1000cal / dia) nas concentracfes
séricas de Sirtl e biomarcadores vasculares, mostrou as intervengdes aumentaram
as concentracdes séricas de Sirtl e melhoraram o perfil lipidico (MANSUR et al.,
2017).

Estudos mostram uma interacdo entre os sistemas das sirtuinas e do RAGE. O
sinergismo positivo entre estes sistemas favorece a reducdo dos estimulos
inflamatorios e o estresse oxidativo intracelular (URIBARRI et al., 2011; Cai et al.,
2012). Estudos sobre os mecanismos adicionais destes sistemas na presenca das
estatinas sdo necessarios. Portanto, este estudo analisou a influéncia da restricdo
caldrica e das estatinas na interacdo entre o sistema da sirtuina 1, do RAGE e da
funcionalidade do HDL em mulheres com DAC precoce.
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2. Objetivo

Investigar o efeito da restricdo caldrica e das estatinas na interacdo entre o
processo de transferéncia de lipides para a HDL e as concentracdes séricas das

sirtuina 1 e do SRAGE em mulheres com DAC precoce.
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3. Material e métodos
3.1. Etica

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo sob o nimero de protocolo
4413/016/079

3.2. Casuistica e delineamento experimental

Foram incluidas 39 mulheres com DAC, selecionadas na Unidade Clinica de
Coronariopatias Crénicas do Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (InCor-HC.FMUSP). As
participantes foram alocadas em trés grupos, grupo 1: Restricdo Caldrica (RC), grupo

2: Atorvastatina (A) e grupo 3: Controle (C).

As participantes foram orientadas detalhadamente sobre os objetivos do
estudo, assim como todos os procedimentos envolvidos no protocolo de pesquisa. As
participantes que faziam o uso de medicamentos hipolipemiantes (estatinas), foram
suspensos pelo médico responsavel 45 dias antes da coleta da primeira coleta, como
feitos em trabalhos anteriores (SPRANDEL et al, 2015 e LAVERDY et al, 2015).

ApoOs todos os esclarecimentos, as participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Em seguida, foram orientadas a
comparecer no Laboratério de Metabolismo e Lipides do InCor-HCFMUSP para coleta
de sangue que aconteceu em dois momentos: inicio e no final do estudo. As amostras
de sangue por puncado a vacuo de veia periférica foram obtidas apés um periodo de

jejum de 12 horas.

As avaliacdes clinica e nutricional ocorreram no tempo basal, 15, 30, 45 e 60

dias apos o inicio do estudo para acompanhar o estado nutricional das participantes.

A avaliacdo clinica consistiu em anamnese, exames fisicos, fatores de risco
para o desenvolvimento de DAC, numero de artérias coronarias envolvidas (uniarterial

ou multiarterial) e as medicagcbes em uso.
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Os fatores de risco para DAC foram diagnosticados segundo as diretrizes
atuais, tabagismo (minimo de meio maco/dia por 5 anos ou 25 macos/ano),
Dislipidemia (colesterol total > 250 mg/dl), HAS (> 140/90 mmHg), diabetes mellitus
(glicemia de jejum = 126 mg/dL, 2 horas no TOTG = 200 mg/dL, ou HbA1c =2 6,5%%) e
Historia Familiar (CESAR et al., 2015).

3.3. Critérios de inclusao:

- Mulheres com DAC estavel documentada (lesdo coronaria >70%) pela

cineangiocoronariografia,;
- ldade < 55 anos;
- Sobrepeso e/ou obesidade (IMC = 25 kg/m?);
- Diabetes mellitus tipo 2
3.4. Critérios de excluséo:
- Insuficiéncia renal
- Insuficiéncia hepatica
- Hipotireoidismo;
- Cirurgia recente (< 6 meses);
- Doencas reumaticas;
- Diabetes mellitus tipo 1;

- Etilismo croénico (> 10 doses/semana, sendo que 1 dose equivale a 300 ml de

cerveja ou 150 ml de vinho ou 40 ml de destilado).
3.5. Avaliacdo do estado nutricional

O estado nutricional foi avaliado pelas medidas de peso, altura, indice de

massa corporea (IMC), circunferéncia do braco e circunferéncia abdominal.
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3.5.1. Peso

O peso foi obtido por uma balanca eletrbnica calibrada. A paciente foi

posicionada em pé no centro da base da balanca, descal¢a e com roupas leves.
3.5.2. IMC:

O IMC foi medido segundo a equacgéao abaixo:

Peso atual (kg)
Altura® (m)

IMC =

3.5.3 Taxa Metabdlica Basal (TMB) para mulheres:

A TMB para mulheres foi medida pela equacédo abaixo (Harris & Benedict,
1918): TMB = 665 + (9,6 x peso em Kg) + (1,8 x altura em cm) - (4,7 x idade em anos)
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3.7. Intervencdes do Estudo
3.7.1. Restricdo caldrica

A analise inicial da ingestdo alimentar habitual das participantes foi feita pelo
registro de 3 dias (2 dias alternados durante a semana e 1 dia do final de semana), no
qual as participantes anotaram todos os alimentos ingeridos nestes 3 dias e,
posteriormente, a analise nutricional foi realizada utilizando o software AVANUTRI®
versdo 3.1.1. As pacientes foram orientadas detalhadamente sobre o preenchimento
do registro alimentar destes trés dias, para que retratasse seu habito alimentar real

diario.

Realizou-se restricdo caldrica de 30% da ingestdo calorica habitual, por um
periodo de 2 meses, sendo que a restricdo igual ou superior a taxa metabdlica basal
(TMB), que é a quantidade minima de calorias necesséria para o organismo manter

suas funcgdes vitais.

A TMB foi calculada pela equacdo de Harris Benedict para mulheres: TMB =
665 + (9,6 x peso em Kg) + (1,8 x altura em cm) - (4,7 x idade em anos) (Harris e
Benedict, 1918).

Por exemplo: participante de 40 anos, com 160 cm de altura e 67 kg, IMC
classificado como sobrepeso, consome habitualmente 2700 Kcal, com TMB de 1408,2
Kcal. A restricdo calérica de 30% do total de 2.700 Kcal correspondera-a 810 Kcal e,
desta forma a ingestéo calérica diaria desta participante no estudo sera de 1890 Kcal,
e, portanto, 482 Kcal superior a TMB de 1.408 Kcal.

A adeséo a dieta foi avaliada apo6s 15, 30 e 60 dias do inicio do estudo pelo
registro alimentar das ultimas 24 horas. No registro de 24 horas, as participantes
reportaram todos os alimentos (sélidos e liquidos) consumidos para analisar se 0s

alimentos relatados condiziam com a dieta prescrita.
3.7.2. Controle

Participantes foram orientadas a manter seu padrao alimentar e caso usassem

estatinas, foi retirado pelo periodo de 60 dias.
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3.8. Determinacdes bioquimicas séricas

Os niveis séricos de HDL-C, CT e TG foram dosados por método colorimétrico
enzimatico, utilizando-se o kit Flex® reagente cartridge, equipamento Dimension RXL,
Siemens Healthcare (Newark, USA).

O néo-HDL-C foi calculado (Nao-HDL-C = Colesterol total — HDL-C), assim
como a concentracdo da LDL-C, que foi estimada pela equacao de Friedewald (LDL-
C mg/dL= CT - HDL-C - (Triglicerideos/5)) (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON,
1972). As apos A-l e apo B foram dosadas por imunonefelometria nos Sistema
ProSpec®.

Glicose: Dosada por método enzimatico automatizado, utilizando-se kit
especifico para o equipamento automatizado Dimension RXL, Siemens Healthcare
(Newark, USA). Valores de referéncia: 70-99 mg/dL - normal; 100-125 mg/dL —
inapropriada; >=126 mg/dL elevada.

Creatinina: Quantificada por método colorimétrico CREA, utilizado no sistema de
quimica clinica Dimension® (Siemens Healthcare Dianostics, Newark, USA). O
método da creatinina emprega uma modificacdo da reacéo cinética de Jaffe.

O intervalo de referéncia é de 0.8-1.3 mg/dL para homens e 0.6-1.0 mg/dL para

mulheres.

3.9. Ensaio de transferéncia de colesterol livre, colesterol esterificado,

triglicérides e fosfolipides de uma nanoemulséo lipidica artificial para HDL

O ensaio de transferéncia foi realizado através de uma nanoemulséo lipidica
artificial preparada segundo a técnica descrita por Ginsburg e colaboradores (1992)
modificada por Maranhéo e colaboradores (1993). Em um frasco forpipetados 40 mg
de fosfatidilcolina, 20 mg de oleato de colesterol, 1mg de trioleina e 0,5 mg de
colesterol. Posteriormente, adicionados a mistura de lipides os is6topos 3H-éster de
colesterol e “C-fosfatidilcolina ou 3H-triglicérides e 1*C-colesterol livre. Ap6s a adicédo
de 10 mL de tampéo tris-HCI 0,01M, pH 8, a mistura de lipides foi emulsificada por
irradiacdo ultra-sbnica, utilizando-se equipamento Branson, modelo 450A (Arruda
Ultra-Som, S&o Paulo, Brasil) poténcia 125 watts, durante 3 horas, sob atmosfera de

nitrogénio, com temperatura variando entre 51 a 55°C.
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A solucéo lipidica foi purificada em duas etapas de ultracentrifugacao
(Optima™ XL-100K Ultracentrifuge, rotor SW—41, Beckman, EUA). Na primeira etapa,
0 material da parte superior do tubo, resultante da centrifugagéo a 200.000 x g por 30
minutos, a 4°C, foi removido por aspiracdo (1mL) e desprezado. Ao restante do
material foi adicionado brometo de potassio (KBr) ajustando a densidade para
1,21g/mL. ApOs a segunda centrifugacdo (200.000 x g por 2 horas a 4°C), a
nanoemulsao lipidica artificial foi recuperada no topo do tubo por aspiracédo. O excesso
de KBr foi removido por didlise, contra 2 trocas de 1000 volumes tampé&o tris HCI 0,01
M, pH 8. Finalmente, a nanoemulsédo foi esterilizada por filtracdo em membrana
Milipore de 0,22 (m de porosidade sob fluxo laminar e armazenada a 4°C por até 15

dias.

O ensaio de transferéncia de lipides foi realizado segundo descrito por Lo Prete.
Uma aliquota de 200 pL de plasma dos participantes foi incubada com 50 pyL da
nanoemulsdo marcada com os lipides radioativos (oleato de colesterol-3H e
fosfolipides-1“C ou trioleina-*H e colesterol-1“C), a 37°C, sob agitacéo, durante 1 hora.
Apbs esse procedimento, foram adicionados 250 uL de reagente precipitante (0,2%
dextran/0,3 mol/L MgCl2) seguida de agitacdo por 30 segundos e centrifugacéo por 10
minutos, a 3000 rota¢cBes por minuto. O infranadante contendo a nanoemulséo e as
lipoproteinas plasméticas que contém apo-B, foram desprezados. O sobrenadante,
contendo a HDL, foi submetido a contagem da radioatividade em contador beta (Liquid
Scintillation Analyzer-TRI-CARB2100TR, PerkinElmer, Massachusetts, EUA), que
corresponde a transferéncia dos lipides radioativos da hanoemulsao para a HDL do

individuo.

Foi calculada a percentagem de transferéncia de cada um dos lipides
radioativos, considerando como 100%, a radioatividade total utilizada na incubacao
pipetados 40 mg de fosfatidilcolina, 20 mg de oleato de colesterol, 1mg de trioleina e
0,5 mg de colesterol. Posteriormente, adicionados a mistura de lipides os isétopos 3H-
éster de colesterol e “C-fosfatidilcolina ou 3H-triglicérides e “C-colesterol livre. Apds
a adicdo de 10 mL de tampéo tris-HCI 0,01M, pH 8, a mistura de lipides foi
emulsificada por irradiacdo ultra-sénica, utilizando-se equipamento Branson, modelo
450A (Arruda Ultra-Som, Sao Paulo, Brasil) poténcia 125 watts, durante 3 horas, sob

atmosfera de nitrogénio, com temperatura variando entre 51 a 55°C.
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A solucéo lipidica foi purificada em duas etapas de ultracentrifugacdo (Optima™
XL-100K Ultracentrifuge, rotor SW—41, Beckman, EUA). Na primeira etapa, o material
da parte superior do tubo, resultante da centrifugacdo a 200.000 x g por 30 minutos,
a 4°C, foi removido por aspiracdao (1mL) e desprezado. Ao restante do material foi
adicionado brometo de potassio (KBr) ajustando a densidade para 1,21g/mL. Apos a
segunda centrifugacdo (200.000 x g por 2 horas a 4°C), a nanoemulséo lipidica
artificial foi recuperada no topo do tubo por aspiragéo. O excesso de KBr foi removido
por dialise, contra 2 trocas de 1000 volumes tampao tris HCI 0,01 M, pH 8. Finalmente,
a nanoemulsado foi esterilizada por filtracdo em membrana Milipore de 0,22 (m de

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

O ensaio de transferéncia de lipides foi realizado segundo descrito por Lo Prete.
Uma aliquota de 200 uL de plasma dos participantes foi incubada com 50 uL da
nanoemulsdo marcada com os lipides radioativos (oleato de colesterol-3H e
fosfolipides-14C ou trioleina-*H e colesterol-**C), a 37°C, sob agitacéo, durante 1 hora.
Apbs esse procedimento, foram adicionados 250 pL de reagente precipitante (0,2%
dextran/0,3 mol/L MgCl2) seguida de agitacao por 30 segundos e centrifugacao por 10
minutos, a 3000 rota¢cBes por minuto. O infranadante contendo a nanoemulséo e as
lipoproteinas plasméticas que contém apo-B, foram desprezados. O sobrenadante,
contendo a HDL, foi submetido a contagem da radioatividade em contador beta (Liquid
Scintillation Analyzer-TRI-CARB2100TR, PerkinElmer, Massachusetts, EUA), que
corresponde a transferéncia dos lipides radioativos da nanoemulséo para a HDL do

individuo.

Foi calculada a percentagem de transferéncia de cada um dos lipides

radioativos, considerando como 100%, a radioatividade total utilizada na incubacéo.
3.10. Determinacgéo do didmetro da particula de HDL

A HDL foi separada por precipitacdo quimica das particulas lipoprotéicas que
contém apo B, através da adicdo de 500 pL polietilenoglicol 8000 (200g/L). O
sobrenandante contendo HDL foi diluido em solucéo de NaCl (0,15M) e, em seguida,
filtrado em filtro Millipore 0,22 pum de didmetro. O diametro da HDL mediu-se por

espalhamento de luz (Zetasizer-nano series — Nano-ZS90, Malvern Instr.,
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Worcestershire, Reino Unido), em um angulo de 90° e 658nm e expresso pelo

resultado médio obtido em 5 corridas de 1 minuto (Lima et al., 2004).
3.11. Composicdo lipidica da HDL

A fracdo de HDL foi obtida a partir do plasma total apds precipitacdo das
lipoproteinas que contém apo B com fosfotungstato de magnésio. Triglicérides
(Labtest, Minas Gerais, Brasil), colesterol livre e fosfolipideo foram determinados
utilizando-se kits comerciais (Wako, Richmond, VA, EUA). O colesterol esterificado foi
calculado como a diferenca entre o colesterol total e o colesterol livre da HDL
multiplicado por 1,67 para ajuste do peso molecular do colesterol esterificado
(BRAGDON et al., 1956).

3.12. Capacidade antioxidante da HDL

O método para avaliar a capacidade antioxidante da HDL foi baseada no
protocolo de Lag time proposto por Esterbauer et al. (1989). Esse método tem o0s
seguintes pressupostos: LDL como substrato oxidavel, CuSO4 como agente oxidante
e a HDL de cada participante, como substrato antioxidante. Os dados gerados formam
um gréfico, onde observa-se a fase de laténcia, que € propriamente a fase de
resisténcia a oxidacdo (Lag time), a fase de propagacdo dos dienos conjugados
(indicado pelo aumento da absorbéancia) e a fase de decomposi¢céo desses compostos
(platd).

Para a obtencdo da LDL, foi obtido sangue das participantes coletados em
tubos seco para a obtencdo de soro (3000 rpm, 15 min, a 5°C). O pool de soro foi
submetido a ultracentrifugacdo sequencial (56.000 rpm, 6h e 4°C) apds ajuste de
densidade com solucao salina a 1,019 g/mL. Ao final do processo, a fracdo VLDL foi

removida. Em seguida, a densidade do soro remanescente foi ajustada para 1,063
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g/mL com brometo de potassio (KBr), seguida de uma segunda ultracentrifugacao,
conforme descrito acima. A LDL obtida foi entdo submetida a dialise contra tampéao

Tris-HCI 20 mM pH 7,4 por 4 horas, com trocas a cada 1 hora, a 4°C.

Para obtencdo da HDL de cada patrticipante, foi adicionado ao soro o acido
fosfotungstico e cloreto de magnésio, conforme as instru¢cées do kit comercial de
Colesterol HDL® (Labtest, Minas Gerais, Brasil). As amostras foram centrifugadas
(3.500 rpm, 15 min, 4°C) para precipitacao das lipoproteinas contendo apo B (VLDL,
LDL e quilomicrons). A HDL presente no sobrenadante foi separada e mantida na

geladeira para uso em até 24 h.

Para a quantificacdo das proteinas totais da HDL e da LDL foi utilizado o kit
comercial Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, OR, EUA). A LDL
e a HDL foram diluidas em PBS sem EDTA, para concentracao final proteica de 83

pg/mL e de 200 pg/mL, respectivamente.

A oxidabilidade de LDL foi monitorada em espectofotdémetro (ESTERBAUER et
al., 1989). Foram pipetados 100uL da LDL em todos os pocgos e, em seguida, 100uL
da HDL de cada paciente foram adicionados no respectivo pogo. A mistura LDL+HDL
foi mantida a 37°C por 15 minutos. A peroxidacéo foi iniciada com adicdo de solucéo
aquosa contendo 30 yM de CuSO4 (50 uL/poco). A absorbancia foi mensurada a

234nm, durante 5 horas, com leituras a cada 5 minutos.

Portanto, foram obtidos os dados da taxa maxima de peroxidacao lipidico
(Vmax), a partir do declive da curva de absorbancia durante a fase de propagacéo,
isto é: A absorbancia/ A tempo. Também foi obtido o dado da produgdo maxima de
dienos conjugados em DO (densidade Optica), o tempo para produ¢do maxima de
dienos conjugados (Tmax), em minutos e, por ultimo, a area sobre a curva gerada
(AUC).
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Figura 1. Grafico obtido na analise da capacidade antioxidante da HDL
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Abrevitauras: DO: densidade o6tica; Vmax: taxa maxima de peroxidacéo lipidica; Tmax: tempo para a produ¢gdo maxima de

dienos conjugados; AUC: area sobre a curva.

4. Anélise estatistica

O calculo do tamanho da amostra abaixo usou como referéncia a porcentagem
de variacdo de colesterol livre da transferéncia de colesterol livre de uma
nanoemulsao lipidica artificial para HDL observada em um estudo anterior que incluiu
pacientes com DAC prematura [8]. O calculo do poder indicou que, em n =13 em cada
grupo, temos 80% de poder ao nivel de significAncia de 0,05 para detectar diferenca

nos valores de transferéncia de lipidios entre os grupos.

Os resultados sao expressos em média £ DP. As analises basais e apos 2
meses das diferencas foi avaliada usando o teste t. As diferencas basais e delta (pos
— pré) entre os grupos foram avaliadas por ANOVA de uma via, usando Bonferroni
como teste post-hoc. Para avaliar ainda mais a influéncia das intervencdes nos
resultados da funcionalidade do HDL, usamos regressoées lineares multiplas usando o
método retrocesso stepwise para identificacdo dos preditores mais fortes, o que

resultou nos “modelos finais” expressos na secao de resultados.

Para a construcdo do modelo, utilizamos os fatores de risco cardiometabolicos
tradicionais (utilizamos LDL-c e HDL-c ao invés de apoB e apoA-I porque LDL-c e
HDL-c apresentaram maiores correlagcbes com os desfechos), Sirt-1, e as
intervencgdes (restricdo calorica e atorvastatina foram utilizadas como variaveis

categdricas sendo “0” sem intervencgao e “1” sendo a respectiva intervengéo).
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Para avaliar como as variaveis do modelo estavam associadas entre si,
construimos modelos para cada variavel e, assim, verificamos sua influéncia nas
mudancas detectadas no estudo. Os modelos finais foram escolhidos usando como
parametro o melhor R? do modelo possivel concomitantemente com o maior valor F.
Cada variavel continua independente e dependente incluida no modelo (exceto as
variaveis categoéricas “restricdo energética” e “atorvastatina”) foram utilizadas como
varidveis de mudanca (delta, ou seja, p6s menos pré-intervencao). Todas as analises

estatisticas foram feitas no software SPSS verséo 20.0.
Célculo do tamanho da amostra (ANOVA)
Numero de grupos: 3
Numero de comparacées: 6
Estimativas de médias e desvios padrao por grupo:
Grupo Controle: 4,0+ 1,2%

Grupo Atorvastatina: 1,9 = 0,8%

Grupo Restricao Calodrica: 2,0 £ 1,0%
Formula:

Onde:

n = Tamanho da amostra para cada grupo
( = desvio padréo

z = valor da distribuicdo normal padréo
(a=Maior média

(s=Menor média

a = erro do tipo |
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1-B = Poder do teste

T = numero de comparagdes

Valores utilizados:

1,2+1,0 = 2,2 (maior valor possivel de desvio padrdo entre dois grupos)
(A=4

(8=1,6

a=0,05

Tamanho da amostra

n= 13 (para cada grupo ntta=39)
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5. Resultados

Foram selecionadas pela lista de agendamento do ambulatério de
Coronariopatia Crénica 1.160 mulheres. Destas foram excluidas 1.110, sendo 1.040
mulheres com idade = 55 anos, 40 com DM tipo 1, 15 com hipotireoidismo, 10 com
doenca renal crénica e 5 mulheres sem DAC. Dentre as 50 mulheres elegiveis, 45
foram incluidas e assinaram o TCLE. Destas, quatro desistiram por motivos
econdmicos e 4 por perda de interesse em participar do estudo. Por fim 39 mulheres

completaram o estudo.
Figura 2: Organograma do estudo.

Unidade Clinica de
Coronariopatia Crénica

Mulheres Critérios de Exclusio
n=1.160 n=1.110
* |dade (n=1.040)
» DM1 (n=40)
» Hipotirecidismo (n=15)
» Doenca Renal Crdnica (n=10)
Elegiveis + Sem DAC (n=5)
n=50
Consentiram + Desistiram (n=4)
n=45 « N#o compareceram na 1 2 coleta (n=2)

Participantes

n=39
Restrigio Calorica Atorvastatina Controle
n=13 =13 n=13

Abreviaturas: DM1: Diabetes mellitus tipo 1; DAC: Doenca arterial coronaria
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As caracteristicas clinicas iniciais encontram-se na Tabela 1. A idade IMC e
TMB, foram semelhantes nos trés grupos, assim como os fatores de risco e os

medicamentos em uso.

Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos grupos estudados antes e apos 2 meses das

intervencoes.

RC A C p
(n=13) (n=13) (n=13)

Idade (anos) 49+3 51+4 51+4 0,286
IMC (Kg/m?) 29+4 28+3 29+4 0,728
Taxa metabdlica 1376+107 13544110 13904129 0,741
basal (Kcal)

Tabagismo 2 (15%) 0 (0%) 5 (38%) 0,03°
Diabetes mellitus tipo 2 1 (8%) 2 (15%) 1 (8%) 0,732
HAS 12 (92%) 13 (100%) 12 (92%) 0,382
Dislipidemia 11 (85%) 9 (69%) 11 (85%) 0,624
Angioplastia 8 (62%) 2 (15%) 1 (8%) 0,0042
Cirurgia de revascularizacéo 0 (0%) 2 (15%) 0 (0%) 0,134
DAC uniarterial 1 (8%) 0 (0%) 2 (15%) 0,382
DAC multiarterial 12 (92%) 13 (100%) 12 (92%) 0,624
AAS 13 (100%) 11 (85%) 13 (100%) 0,134
Losartana 2 (15%) 6 (46%) 7 (54%) 0,120
Atenolol 10 (77%) 8 (62%) 7 (54%) 0,477
Carvedilol 1 (8%) 3 (23%) 6 (46%) 0,119
Anlodipino 2 (15%) 7 (54%) 3 (23%) 0,0932
Isossorbida 2 (15%) 2 (15%) 4 (31%) 0,272
Metformina 1 (8%) 2 (15%) 3 (23%) 0,6246

Dados expressos por médiat desvio padrdo. As distribuicbes de frequéncias sdo expressas em
porcentagem (%). Abreviaturas: RC: Restrigéo calérica; A: Atorvastatina; C: Controle; IMC: indice de
Massa Corporal; HAS: Hipertens&o Arterial Sistémica; DAC: Doenga arterial coronaria; AAS: Acido
acetilsalicilico.2RC vs A p<0.01; bAvsC p<0.05



5.1. Dados antropomeétricos

Observou-se no grupo RC, apdés 2 meses de intervencdo, uma reducao
significativa no peso (70x+ 10 Kg para 69 = 10 Kg; p= 0,02), no IMC (29 +4 kg/m? para
28 = 4 kg/m?; p=0,01), na CC (92+ 11 cm para 90 = 10 Kg; p= 0,05). Nos grupos A e

C nao se observou diferenca estatistica para as variaveis analisadas. Tabela 2.

Tabela 2: Dados antropométricos dos grupos estudados antes e apds 2 meses das
intervencoes.

RC A C
(n=13) (n=13) (n=13)
Varidaveis Basal 2 meses p Basal 2 meses p Basal 2meses p

Peso (Kg) 70+x10 69+10 0.020 69+11 68+11 0.685 72+13 74+13 0.070
IMC (Kg/m?) 29+4 28+4  0.019 28+3 28+3 0.681 29+4  30+4 0.083
CC (cm) 92+11 90+10 0.05 9148 91+8 0.285 96+10 96+10 0.886

Dados expressos por mediatdesvio padrdo. Abreviaturas: RC: Restri¢do caldrica; A: Atorvastatina;
C: Controle; IMC:Indice de massa corporal; CC: Circunferéncia da cintura; CB: Circunferéncia do
braco.

5.3. Dieta habitual e intervencéo

Observou-se semelhante ingestéo calérica e distribuicdo dos macronutrientes
(proteinas, carboidratos e lipideos) nos grupos RC e RC+E (Tabela 3).

Tabela 3: Consumo de calorias totais da dieta habitual e distribuicdo percentual dos
macronutrientes dos dos grupos estudados.

RC A C p
(n=13) (n=13) (n=13)
Calorias totais (Kcal) 1651+501 1534+290 1614+459 0,775
Proteinas (%) 2147 17+4 2016 0,121
Carboidratos (%) 57+13 5748 51+11 0,290
Lipideos (%) 22+11 25+9 29+7 0,1568

Dados expressos por médiat desvio padrdo. Abreviaturas: RC: Restricdo caldrica; A: Atorvastatina;
C: Controle.

A intervencéo nutricional no grupo RC consistiu na reducao de 30% da ingestao
calorica habitual e correspondeu respectivamente em caloria média total de
1.155+350 Kcal.
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5.2. Perfil lipidico

No grupo A observou-se mudancas no perfil lipidico apdés 2 meses da
intervencao, houve reducao do colesterol total (231 mg/dL = 47mg/dL para 169 mg/dL
+ 47 mg/dL;p=0,01), LDL (152+43 mg/dL para 98 mg/dL + 44 mg/dL;p=0,05), Nao-
HDL (18650 mg/dL para 120+45 mg/dL;p<0,001) e apo B de (1.20 g/L + 0.30g/L para
0.87g/L = 0.28 g/L; p=0,01). No grupo R verificou-se uma reducéo na Apo Al de (1.59
g/L £ 0.32 g/L para 1.43 g/L + 0.28 g/L; p=0,01) e Apo B de (1.20 g/L = 0.35g/L para
1.05g/L +0.36 g/L; p=0,01). No grupo C nao se observou diferenca apos a intervencao

nos parametros avaliados.
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Tabela 4: Determinacéo do perfil lipidico dos grupos estudados no periodo basal e apés 2 meses das intervencgoes.

RC A C
(n=13) (n=13) (n=13)
Variaveis Basal 2 meses p Basal 2 meses p Basal 2 meses p
Colesterol (mg/dL)
Total 229455 207+59 0,074 23152 169247 0.01 224162 238+48  0.341
LDL 143+40 129+49 0,072 15243 98+44 0.01 151+49 155+44  0.723
HDL 56413 53+14 0,075  45%13 49413 0.087 4918 47+11 0.340
N&o-HDL 173+51 156257  0.200 186250 120445 <0.001  178%57 187453  0.537
Triglicérides (mg/dL) 1542100 129+77 0151 17897 111459 0.004 13660 163+91  0.345
Apo (g/L)
Al 1.50+0.32  1.43+0.28 0.013 1442025 1442022 0974 1.46:0.22 1.49+0.22  0.959
B 1.20:0.35  1.05¢0.36 0.011 1.20£0.30  0.87+0.28 0.01  1.20+0.36 121031  0.640
Lipoproteina (a) 35.70+31.4 40.51+31.96 0.204 50.52+33 56.93+38.81  0-100 72439 67+39 0.895

Dados expressos por média = desvio padréo. Abreviaturas: RC: Restri¢cdo caldrica; A: Atorvastatina; C: Controle; LDL: Lipoproteina de baixa densidade;

HDL: Lipoproteina de alta densidade; Apo: apolipoproteina.
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5.2.1 Funcionalidade da HDL

Na tabela 5 estdo expostos os dados da transferéncia de CE e CL para HDL,
composicao da HDL e diametro. No grupo RC houve reducéo na transferéncia de CE
(p=0.005) e CL (P=0.02), entretanto na composicao lipidica e tamanho da HDL néo
houve alteracdo. Nos grupos A e C nao se observou diferencas apds as intervencdes

nestes parametros.
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Tabela 5: Transferéncia de lipides da nanoemulséo lipidica para HDL, composi¢cdo da HDL e diametro dos grupos estudados antes

e apos 2 meses das intervencgoes.

RC A C
(n=13) (n=13) (n=13)
Variaveis Basal 2 meses p Basal 2 meses p Basal 2 meses p p
Taxa de transferéncia (%)
Colesterol Esterificado 4.70+0.75 4.15+0.55 0.005 4.37+0.70 4,13+0.38 0.257 4.63%+0.52 4.61+0.50 0.925
Colesterol Livre 5.60+1.32 4.90+1.03 0.025 5.16+0.89 4.97+0.53 0.460 5.33%+0.76 5.39+0.68 0.857 0.151
Composicéo lipidica da HDL (%)
Colesterol Esterificado 40.24+9.89 42.13+16 0.675 41.32+10.51 42.47+17.36 0.858 33.23+16.17 27.08+16.50 0.357 0.173
Colesterol Livre 452+1.16 5.02+1.82 0.355 4.53+1.04 4.49+1.23 0918 5.09+1.24 5.00+1.14 0.859 0.559
Fosfolipides 47.96+8.89 44.09+12.91 0.314 47.72+9.21 46.26+14.25 0.788 52.85+13.24 57.62+16.14 0.421 0.631
Triglicérides 7.21+2.08 8.76%5.33 0.331 6.42+1.69 6.78+3.02 0.662 8.83+4.76 10.29+6.05 0.345 0.457
Diametro da HDL 9.35+0.38 9.64+0.76 0.200 9.04+0.43 9.26+0.44 0.82 9.23+0.73 9.23+0.44 1.000 0.775

Dados expressos por médiat desvio padrdo. Abreviaturas: RC: Restricdo caldrica; A: Atorvastatina; C: Colesterol; HDL: Lipoproteina de alta densidade
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5.3. Parametros bioquimicos

Nao houveram diferencas significativas nas variaveis bioquimicas analisadas

nos grupos RC, Ae C.

Tabela 6: Parametros bioquimicos basais e apds dois meses de intervencdo nos

grupos estudados.

RC
(n=13)

C
(n=13)

Variaveis Basal p
meses

Basal 2 meses p

Glicose (mg/dL) 100+99 99+10 0.693

Hemoglobina

Creatina (mg/dL) 0.77+0.9 0.76+0.9 0.484 0.81+0.18 0.81+0.20 0.852

Glicada (%) 5.9+0.3 5.7+x0.4 0.296
Uréia (mg/dL) 31+8 31+6 0.910
TGO (mg/dL) 237 26x9 0.206
TGP (mg/dL) 29+8 33+13 0.289

113+30 0.360

6.38+1.8 0.095

111+44  11+40 0.871

6.6x2.1 6.3+t1.0 0.259
27+6 30+11 0.312
0.74+0.1 0.82+0.16 0.100
21+6 25x17 0.264
30+11 38+31 0.273

Dados expressos por médiatdesvio paddo. Teste t pareado. Abreviaturas: RC: Restricdo caldrica; A:

Atorvastatina; C: Controle; TGO: Transaminase glutdmico-oxalacética; TGP: Transaminase glutamico-

piravica.

5.4 Andlise da contracdo sérica do sRAGE e Sirt-1

Na tabela 7 € possivel verificar a andlise da concentracdo sérica de Rage

Soluvel antes e apds a intervencdo. Nao houve alterac6es nos grupos R e A. Em

contrapartida no grupo controle foi verificado um aumento do sRAGE (p=0.009).



Tabela 7: Concentracdes séricas de SRAGE e Sirtl dos grupos estudados no periodo

basal e ap0s 2 meses.

RC A C
(n=13) (n=13) (n=13)
Variaveis
Basal 2 meses p Basal 2 meses p Basal 2 meses p
pg/mL

SRAGE 1396708 1411+694 0.747 1413+355 1361+432 0.646 1086+446 1230+412 0.009

Sirtl 206+76  220+82 0.595 224489 16561 0.057 213+136 201+91 0.538

Dados expressos por médiatdesvio padrdo. Abreviaturas: RC: Restrigdo caldrica; A: Atorvastatina; C:

Controle

5.5 Regresséao linear multipla

As Tabelas 8, 9 e 10 apresentam os resultados da regressao linear multipla dos
efeitos das intervencdes ajustadas pelas variaveis cardiometabdlicas. A Tabela 9
mostra os efeitos da intervencédo nos fatores de risco cardiometabdlico e Sirt-1.

A restricdo energética foi associada a um aumento de Sirt-1 em 63,6 pg/mL (B =
63,608; 1C95% = 1,502-125,714; p = 0,045). O IMC associou-se positivamente com
Sirt-1 (8 = 36,865; IC95% = 0,804—72,926; p = 0,045). O IMC, por sua vez, reduziu 0,8
kg/m2 apds tratamento com restricdo energética ( = -0,811; 1C95% = -1,349--0,273;
p = 0,004). Além disso, o aumento de Sirt-1 foi associado a reducédo da glicose sérica
(B =2,212; IC95% = 0,309-4,114; p = 0,024) (Tabela 8).

O tratamento com atorvastatina reduziu o LDL-c em 40 mg/dL (8 = -40,045; IC95%
=-69,949—--10,140; p = 0,010). A reducédo do LDL-c também foi associada a reducao
dos triglicerideos (B = 0,243; 1C95% = 0,043-0,443; p = 0,019).

Os triglicerideos, por sua vez, foram reduzidos pela restricdo energética (B = -
61,914; IC95% = -108,758—-15,070; p = 0,011) e atorvastatina (f = -71,840; IC95% =
-122,773—20,907; p = 0,007) e apresentou associacéo inversa com HDL-c (8 = -3,929;
IC95% = -7,407—0,450; p = 0,028).

Em relacdo a transferéncia de lipidios para a particula HDL (Tabela 9), verificou-
se que as alteracOes (delta) dos triglicerideos séricos (B = 0,006; 1C95% = 0,002—
0,009; p = 0,004) e HDL-c (B = 0,042; IC95% = 0,002—0,081; p = 0,038) foram
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positivamente associados a transferéncia de colesterol esterificado. A transferéncia
de colesterol livre também foi associada a triglicerideos (B = 0,007; IC95% = 0,002—
0,013; p = 0,006) e HDL-c (B = 0,082; IC95% = 0,022-0,142; p = 0,009).

Quanto & composicéo lipidica do HDL (Tabela 9), a reducéo do IMC correlacionou-
se com a reducéo de colesterol livre (8 = 0,818; 1C95% = 0,044-1,593; p = 0,039) e
fosfolipidios da particula (B = 7,486; IC95% = 0,350-14,622; p = 0,040). O aumento
da Sirt-1 sérica também foi associado a reducao do teor de fosfolipidios do HDL (B =
-0,071; IC95% = -0,136—0,006; p = 0,033).
N&o observamos nenhuma associacdo do tratamento com atorvastatina ou reducéo
de LDL-c com a composicdo lipidica das particulas de HDL ou parametros de
transferéncia de lipidios (Tabela 9).
Observamos que a reducdo do LDL-c sérico estava associada a diminuicdo dos
produtos de oxidacdo do HDL (Tabela 10), representado pela taxa maxima de
peroxidacao lipidica (Vmax — 3 = 0,002; IC95% = 0,000-0,003; p = 0,022), tempo para
producdo maxima de conjugado dienos (Tmax — = 0,178; IC95% = 0,027-0,330; p
= 0,023), e producdo maxima de dienos conjugados (DOmax — 3 = 0,001; 1IC95% =
0,000-0,001; p = 0,029), mas sem associacdes estatisticamente significativas com
AUC. Nao observamos associa¢cfes estatisticamente significativas da capacidade

antioxidante da HDL com Sirt-1, IMC ou restricdo caldrica.
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Tabela 8: Efeito das intervencdes nas diferentes variaveis de fatores de risco e sirtuina-1.

(Continuacgéao)

Modelo inicial Modelo final
Variaveis - 1C95%E IC 95% B
R2 B Minima Maxima p R2 B Lower Upper p
Sirtuina-1 0,341 0,308
Constante -29 798 -86,33 26,735 0,289 -3246 68365 3446 0,075
IMC (kg/m2) 34 537 -5,073 74147 0,085 36,865 0804 72926 0,045
HDL-C (mg/dL) -1,084 6,795 4628 0,701
LDL-C (mg/dL) 0,133 -0,682 0,948 0,741
Triglicérides (mg/dL) 0,139 -0,419 0,697 0,613
Glicose (mg/dL) 2,166 0,070 4 262 0,043 2,212 0,309 4114 0,024
Restrigdo caldrica 63,882 -22.267 150,031 0,140 63,608 1,502 125714 0,045
Atorvastatina 3,920 -93,872 101,712 0,935
LDL-C 0,428 0,396
Constante 1,999 -25,338 29,335 0,882 -10,809 -26,252 4433 0157
Sirtuina-1 (ng/mL) 0,030 -0,153 0,213 0,741
IMC (kg/m2) -7.612 27,207 11,982 0,433
HDL-C (mg/dL) -0,035 -2,750 2679 0,979
Triglicérides (mg/dL) 0,193 -0,062 0,448 0133 0,243 0,043 0,443 0,019
Glicose (mg/dL) 0,034 -1,036 1,104 0,949
Restricdo calérica -24.570 -65,973 16,834 0,234
Atorvastatina -53,835 -95 244 12,427 0,013 -40045 -69949 1014 0,010

Tabela 8: Efeito das intervencdes nas diferentes variaveis de fatores de risco e sirtuina-1.



(Continuacgéao)

Modelo inicial Modelo final
Variaveis IC 95% B IC 95% B
R2 B Minima Maxima p R2 B Lower Upper p
HDL-C 0,290 0,178
Constante -1,232 5,102 2639 0,520 -1,576 -3,483 0,331
Sirtuina-1 (ng/mL) -0,005 -0,031 0,021 0,701
IMC (kg/m2) 0,286 2,538 3,109 0,837
LDL-C (mg/dL) -0,001 0,056 0,054 0,979
Triglicérides (mg/dL) -0,036 -0,071 -0,001 0,045 0,036 -0,064 -0,009
Glicose (mg/dL) 0,104 -0,043 0,251 0,158
Restricdo calérica -1,873 -7,888 4142 0,529
Atorvastatina 1,557 -5,027 5,140 0,632
Triglicérides 0,450 0,382

Constante 24 572 -14,100 63,245 0,204 27,166 71,574 61,905 0,121
Sirtuina-1 (ng/mL) 0,066 -0,200 0,332 0,613
IMC (kg/m2) 1,829 27,019 30,676 0,698

HDL-C (mg/dL) -3,757 -7,433 -0,082 0,045 -3,929 -7.,407 -0,450 0,028
LDL-C (mg/dL) 0,40890 0,132 0,950 0,133
Glicose (mg/dL) 0,3150 -1,239 1,869 0,681

Restricdo calérica -49 066  -107,944 9812 0,099 -61,914 -108,758 -15,070 0,011

Atorvastatina -37.427 103,363 28,509 0,255 -71,84 -122 773 -20,907 0,007
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Tabela 8: Efeito das intervencdes nas diferentes variaveis de fatores de risco e sirtuina-1.

(Conclusao)

Modelo inicial Modelo final
Variaveis IC 95% B IC 95% B
R2 B Minima Maxima p R2 B Lower Upper P
Glicose 0,242 0,174

Constante 1,778 -8,09 11,646 0,715 -1,239 -5,910 3,432 0,593

Sirtuina-1 (ng/mL) 0,064 0,002 0,125 0,043 0,067 0,016 0,117 0,011
IMC (kg/m2) -0,497 -7,662 6,668 0.888
HDL-C (mg/dL) 0,671 0,276 1618 0,158
LDL-C (mg/dL) 0,004 0,136 0,144 0,949
Triglicérides (mg/dL) 0,019 -0,076 0,115 0,681
Restrigéo calérica -1,455 16,811 13,901 0,847
Atorvastatina -4 664  -21334 12,007 0,571

mc 0,321 0,270

Constante 0,530 0,037 1,023 0,036 0,34 0,014 0,666 0,042

Sirtuina-1 (ng/mL) 0,003 0,000 0,006 0,085 0,003 0,000 0,006 0,026
HDL-C (mg/dL) 0,005 -0,048 0,058 0,837
LDL-C (mg/dL) -0,003 0,010 0,005 0,433
Triglicérides (mg/dL) 0,000 -0,005 0,006 0,898
Glicose (mg/dL) -0,001 -0,022 0,019 0,888

Restrigdo calorica -1,046 -1,770 -0,321 0,006 -0,611 -1,349 -0,273 0,004
Atorvastatina -0,586 -1,463 0,291 0,182
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Tabela 9: Composicéo lipidica da HDL e transferéncia de colesterol.

(Continuacgéao)

Modelo inicial Modelo final
Variaveis IC 95% B IC 95% B
Rz B Minima_ Maxima p Rz B Minima Maxima p
Transferéncia de colesterol para HDL
Colesterol esterificado 0,381 0,358
Constante -0,084 -0,517 0,349 0,694 0,063 0,439 0,312 0733
Sirtuina-1 (ng/mL) 0,001 -0,002 0,004 0,581
IMC (kg/m2) 0,067 -0,246 0,381 0,663
HDL-C (mg/dL) 0,042 0,001 0,085 0,056 0,042 0,002 0,081 0,038
LDL-C (mg/dL) 0,002 -0,005 0,008 0,599
Triglicérides (mg/dL) 0,005 0,001 0,009 0,017 0,006 0,002 0,009 0,004
Glicose (mg/dL) -0,002 -0,019 0,015 0,844
Restrigdo caldrica -0,18 -0,852 0,493 0,588 -0,243  -0,782 0,297 0,366
Atorvastatina 0,061 -0673 0794 0,867 -0074 -0668 0,52 0,801
Colesterol livre 0,315 0,257
Constante 0,055 -0642 0,751 0,873 0,105 -0,447 0237 0538
Sirtuina-1 (ng/mL) 0,001 -0,003 0,006 0,558
IMC (kg/m2) 0,122 -0,383 0627 0623
HDL-C (mg/dL) 0,071 0,002 0,14 0,045 0,082 0,022 0,142 0,009
LDL-C (mg/dL) 0 -0,01 0,01 0,967
Triglicérides (mg/dL) 0,006 -0,001 0,012 0,095 0,007 0,002 0,013 0,006
Glicose (mg/dL) 0,003 -0,024 003 0818
Restricédo caldrica 0,402 1484 0,681 0,453
Atorvastatina 009 -12M1 1,091 0877
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Tabela 9: Composicéo lipidica da HDL e transferéncia de colesterol.
(Continuacgéao)

Modelo inicial Modelo final
oo IC95% B IC95% B
Variaveis o o o "
Rz B Minima Maxima p R2 B Minima Maxima p
Composi¢do da HDL
Colesterof livre 0,236 0,189
Constante -0,607 -1,805 0,591 0,308 0,675 -1,764 0413 0215
Sirtuina-1 (ng/mL) -0,001 -0,009 0,007 0,827
IMC (kg/m2) 0,921 0,053 1,789 0,038 0,818 0,044 1,593 0,039
HDL-C (mg/dL) -0,082 -0,201 0,037 0,169 -0,068 017 0,033 0179
LDL-C (mg/dL) 0,008 -0,009 0,025 0,317
Triglicérides (mg/dL) -0,005 -0,017 0,006 0,348
Glicose (mg/dL) -0,003 0,05 0,044 0,901
Restrigdo calodrica 1,378 -0,483 3,239 0,14 1,363 -0,181 2907 0,082
Atorvastatina 1,051 -0,979 3,082 0,298 0,907 -0,642 2456 0241
Colesterol esterificado 0,217 0,119
Constante 0,569 -14.059 15,198 0,937 -3,591 -16,91 9729 0586
Sirtuina-1 (ng/mL) 0,071 -0,027 017 0,147
IMC (kg/m2) -9,366 -19,966 1,233 0,081 6,501 -16,289 3,286 0185
HDL-C (mg/dL) 0,266 -1,186 1,718 0,71
LDL-C (mg/dL) -0,075 -0,282 0,132 0,464
Triglicérides (mg/dL) -0,039 -0,181 0,103 0,579
Glicose (mg/dL) 0,157 -0,415 0,729 0,578 0,314 0,19 0819 0,213
Restrigdo calorica -5,612 -28,336 17,112 0,616 2967 16446 22381 0757

Atorvastatina -4.196 -28,993 20,601 0,731 4159 -14.77 23,089 08657



Tabela 9: Composicéo lipidica da HDL e transferéncia de colesterol.
(Concluséao)

Modelo inicial Modelo final
Variaveis N IC 95% ﬁ' . . _IC 95% B _
Rz B Minima Maxima p Rz B Minima Maxima p
Fosfolipides 0,254 0,187
Constante -1,165 -13,526 11,195 0,848 -0.41 -6,23 5,41 0,887
Sirtuina-1 (ng/mL) -0,078 -0,161 0,005 0,065 -0,071 -0,136 -0,006 0,033
IMC (kg/m2) 8,057 -0.899 17,013 0,076 7,486 0,35 14,622 0,04
HDL-C (mg/dL) -0,254 -1,481 0,973 0,674
LDL-C (mg/dL) 0,064 -0.111 0,239 0,462
Triglicérides (mg/dL) 0,029 -0,091 0,149 0,621
Glicose (mg/dL) -0,111 -0,595 0,373 0,642
Restricdo calérica 3,311 -15,89 22 513 0,726
Atorvastatina 3,228 7,725 2418 0,754
Triglicérides 0,067 0,087
Constante 1,206 -2.376 4788 0,496 1,206 -2,376 4788 0,496
Sirtuina-1 (ng/mL) 0,008 -0.016 0,032 0,511 0,008 -0,016 0,032 0,511
IMC (kg/m2) 0,379 2,216 2,974 0,767 0,379 -2,216 2974 0,767
HDL-C (mg/dL) 0,067 -0,288 0,423 07 0,067 -0,288 0,423 07
LDL-C (mg/dL) 0,003 -0,048 0,053 0912 0,003 -0,048 0,053 0,912
Triglicérides (mg/dL) 0,015 -0,02 0,05 0,387 0,015 -0,02 0,05 0,387
Glicose (mg/dL) -0,044 -0.184 0,096 0,527 0,044 -0,184 0,096 0,527
Restrigdo caldrica 0,97 -4 594 6,534 0,723 0,97 -4 594 6,534 0,723

Atorvastatina -0,06 6,131 6,012 0,984 -0,06 -6,131 6,012 0,984




Tabela 10: Capacidade antioxidante da HDL.

(Continuagéao)

Modelo inicial Modelo final
Variaveis IC 95% B IC 95% B
R2 B Minima Maxima p Rz B Minima Maxima p
VMax 0,304 0,238
Constante 0,075 -0,070 0,221 0,294 0,068 -0,016 0,151 0,110
Sirtuina-1 (ng/mL) 0,000 -0,001 0,001 0615
IMC (kg/m2) 0,052 -0,102 0,205 0,492
HDL-C (mg/dL) 0,011 -0,005 0,026 0,175 0,011 0,000 0,022 0,052
LDL-C (mg/dL) 0,002 0,000 0,004 0,06 0,002 0,000 0,003 0,022
Triglicérides (mg/dL) 0,000 -0,002 0,001 0,596
Glicose (mg/dL) -0,001 -0,007 0,005 0,689
Restricdo calorica -0,006  -0,218 0,207 0,955
Atorvastatina 0,013 -0,205 0,232 0,899
TMax 0,227 0,212
Constante 4135 -7,206 15,476 0,457 3,892 -6,564 14,348 0,450
Sirtuina-1 (ng/mL) -0,002 -0,08 0,075 0,955
IMC (kg/m2) 5,420 6,543 17,383 0,357 4 941 4,398 14,28 0,286
HDL-C (mg/dL) 0,358 -0,674 1,590 0,553
LDL-C (mg/dL) 017 -0,002 0,341 0,053 0,178 0,027 0,330 0,023
Triglicérides (mg/dL) -0,041 -0,151 0,068 0,444 -0,057 0,144 0,030 0,188
Glicose (mg/dL) -0,010 -0,476 0,456 0,964
Restrigédo calorica 4289 12,303 20,88 0,597 3,181 -11,279 17,641 0,654
Atorvastatina 4374 12692 21,44 0,600 5,155 -10,59 20,901 0,506
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Tabela 10: Capacidade antioxidante da HDL.
(Concluséao)

Modelo inicial Modelo final
Variaveis IC 95% B IC 95% B
Rz B Minima Maxima p Rz B Minima Maxima p
Pico de densidade optica 0,244 0,23
Constante 0,017 -0,026 0,059 0,425 0,014 -0,023 0,051 0,432
Sirtuina-1 (ng/mL) 0 0 0 0,95
IMC (kg/m2) 0,008 -0,037 0053 0,714
HDL-C (mg/dL) 0,002 -0,003 0007 0,401 0,002 -0,001 0,006 0,178
LDL-C (mg/dL) 0,001 0 0,001 0,054 0,001 0 0,001 0,029
Triglicérides (mg/dL) 0 0 0 0,714
Glicose (mg/dL) 0 -0,001 0,002 0,665
Restricdo caldrica 0,004 -0,058 0,067 0,885 0,005 -0,042 0,053 0,822
Atorvastatina 0,014 -0,05 0,078 0,648 0013 -0,044 0,07 0,637
Area sob a curva 0,174 0,103
Constante 215151 42124 851542 049 158,209 -187 4 503,82 0,356
Sirtuina-1 (ng/mL) 0,205 -4.145 4555 0,923
IMC (kg/m2) 18,952 65232 690,22 0,954
HDL-C (mg/dL) 20,817 -48 32 89,955 0,538
LDL-C (mg/dL) 6,981 -2.657 16,619 0,147 5,429 0778 11636 0,084
Triglicérides (mg/dL) -0,285 -6,43 5,86 0,924
Glicose (mg/dL) 5,601 20,341 31,942 0,649
Restrigcao calorica 52,767 -98376 878228 0,907

Atorvastatina 169,693 -787.92 112731 0,716




6. Discusséo

Neste estudo randomizado avaliamos o efeito da restricdo cal6rica e a
administracdo da atorvastatina nas concentracdes séricas da Sirt-1, RAGE soluvel e
funcionalidade da HDL. Observou-se que a restricao caldrica e a atorvastatina foram
associadas a melhorias do perfil lipidico, concentracbes séricas da Sirt-1 e
funcionalidade da HDL. A RC promoveu reducao do peso, IMC e CC. Sabe-se que 0
excesso de gordura corporal abdominal pode levar a doenca aterosclerdtica
(SAHAKYAN et al., 2015). Por outro lado, a reducdo da obesidade associou-se a
melhora no perfil lipidico (PICHE ME et al., 2020). Além disso observamos reduc&o
dos triglicérides e aumento da concentracao sérica de Sirt-1.

Em relacao a funcionalidade da HDL, houve uma reducao na transferéncia de
colesterol livre e colesterol esterificado para HDL e uma reducéo no contetdo de
fosfolipides e colesterol livre na composicdo da HDL. O grupo Atorvastatina melhorou
a funcionalidade da HDL pela reducéo da producéao de dienos conjugados.

Estudos tém demonstrado que o aumento das concentracdes de Sirt-1 estédo
associados a melhora na homeostase vascular, perfil metabdlico e protecao contra o
envelhecimento endotelial (KANE, A e SINCLAIR, 2018; ROGGERIO; STRUNZ;
PACANARO; LEAL et al., 2018). Em contrapartida sua reducao tem sido associada a
disfuncdo cardiometabdlica (KANE, A e SINCLAIR, 2018). Poucos estudos clinicos
mostraram que o aumento de Sirt-1, que pode ser alcancado pela RC ou compostos
bioativos da dieta, se correlaciona com a melhora dos fatores de risco cardiovascular.

Estudo anterior em individuos saudaveis realizado pelo nosso grupo mostrou a
mesma associagao, entre RC e aumento da Sirt-1. A Sirt-1 aumenta a sintese de 6xido
nitrico favorecendo a vasodilatagdo vascular, promove a regeneragédo de endotélio e
protege os cardiomidcitos das espécies reativas de oxigénio MANSUR, A. P
ROGGERIO, A.; GOES, M. F. S.; AVAKIAN, S. D. et al.2017). Por outro lado, estudos
tém demonstrado que niveis circulantes reduzidos e expressao de Sirt-1 sdo preditivos
de placas de aterosclerose coronariana em pacientes assintomaticos, assim como em
pacientes com DAC (KANE, A e SINCLAIR, 2018;HE; ZHENG,; LIU, 2019). Sabe-se
que a Sirt-1 tem uma correlacao positiva com a funcionalidade do HDL( HE; ZHENG,;
LIU, 2019). A protecéo anti-aterogénica da HDL deve-se as diversas fung¢des que esta
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lipoproteina desempenha, dentre elas atividade antioxidante, anti-inflamatoria e
antitrombdtica (MEYERS; KASHYAP, 2004). Existe a correlacdo inversa entre os
niveis de HDL e a incidéncia de doenca arterial coronéria (DAC). A composicao lipidica
do HDL é determinada por mdltiplos fatores como a composicdo de gorduras
dietéticas (SOLA; BAUDET; MOTTA; MAILLE et al., 1990). A composicéo lipidica da
HDL influencia suas fungdes anti-aterogénicas. Existe uma correlacdo inversa entre a
quantidade de fosfolipides da HDL e a extensao da aterosclerose coronaria (KUNZ et
al., 2005). Um estudo observacional caso-controle em 2428 mulheres na pos-
menopausa mostrou que o fosfolipide sérico com alto teor acidos graxos saturados de
cadeia longa foi associado ao aumento do risco de doenca arterial coronariana
(THAKKAR; VINCENT; ROY; GAUTAM et al., 2022).

Além disso, estudos mostram que a diminuicdo das concentracdes séricas e
expressdo de Sirt-1 foram preditivas de maior intensidade de aterosclerose
coronariana em pacientes assintomaticos e sintomaticos com DAC (HE; ZHENG; LIU,
2019; BREITENSTEIN; WYSS; SPESCHA; FRANZECK et al., 2013)

Por outro lado, dados na literatura mostram que a Sirt-1 associou-se com maior
concentracdo sérica de HDL e a melhora na sua funcdo, medida pela atividade da
paraoxonase-1 (BREITENSTEIN; WYSS; SPESCHA; FRANZECK et al., 2013).

O colesterol livre e os fosfolipidios séo lipidios superficiais do HDL. As baixas
concentragdes seéricas desses lipidios aumentam a fluidez da membrana, reduzindo a
formacao de complexos lipidicos, que sdo conhecidos por enrijecer a membrana do
HD (DAVIDSON; GILLOTTE; LUND-KATZ; JOHNSON et al., 1995. As particulas de
HDL com fluidez reduzida estdo mais propensas a oxidacado e, portanto, a disfuncéo
da HDL(FERNANDEZ-CASTILLEJO; RUBIO; HERNAEZ; CATALAN et al., 2017).

Dados da literatura mostram que pacientes com DAC apresentaram pior
composicéo e funcéo lipidica da HDL(MARANHAQO; FREITAS; STRUNZ; SANTOS et
al., 2012). Além disso, a composicdo de acidos graxos fosfolipidicos também contribui
para a fluidez da membrana, e membranas ricas em acidos graxos poli-insaturados,
especialmente da familia édmega-3, associou-se a menor o risco cardiovascular
(GONCALINHO; SAMPAIO; SOARES-FREITAS; DAMASCENO, 2021). Portanto,
Nnossos resultados sugerem que o aumento de Sirt-1 induziu uma melhor composicao

lipidica das membranas de HDL, o que se traduz em melhor fungéo da HDL.
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Outro achado do nosso estudo foi a associagao entre reducao de triglicerideos séricos
e transferéncia de colesterol livre e esterificado para HDL. A menor transferéncia de
colesterol livre e esterificado para HDL diminui o transporte reverso de colesterol
devido a reducdo da concentracdo e atividade da proteina de transferéncia de éster
de colesterol (CETP). Essas alteracbes na CEPT resultam, dentre outros
mecanismos, da reducdo de triglicerideos pela restricdo caldrica ou por acdo da
atorvastatina. Apesar da diminuicdo da CETP plasmatica, as propriedades de efluxo
de colesterol do HDL nédo se modificaram apos a restricdo energética (WANG; SNEL;
JONKER; HAMMER et al., 2011).

Nossos resultados também mostraram que a restricdo energética diminuiu o
HDL-c e apoA-lI no plasma. Uma meta-andlise de 70 estudos mostrou que o HDL
diminuiu apds a perda de peso inicial, mas o nivel de HDL aumenta apds a fase de
estabilizacdo do peso (DATTILO; KRIS-ETHERTON, 1992). O curto tempo de
intervencdo de restricdo caldrica de nossos pacientes pode explicar a baixa
concentracéo plasmética de HDL, pois ndo atingiram a fase de estabilizacao do peso.
Além disso, a reducdo de triglicerideos pela atorvastatina foi de quase 40%,
semelhante aos descritos na literatura (ADAMS; TSANG; WRIGH, 2015).

Outro achado em nosso estudo foi a correlacdo positiva entre as alteracdes da
Sirt-1 e do IMC. Essa associacao é pouco compreendida, mas estudo anterior mostrou
resultados semelhantes em mulheres, mas inversa nos homens (OPSTAD;
SUNDFOR; TONSTAD; SELJEFLOT, 2021)

Nosso estudo mostrou que ndo houve diferenca nas concentracfes séricas do
do sRAGE em ambos os grupos, mas foi observado um aumento na concentracao no
grupo controle. Esse aumento n&o foi observado nos grupos da RC e da atorvastatina.
Portanto, o aumento isolado do SRAGE no grupo controle pode ter sido casual.

No grupo atorvastatina observou-se uma relacdo direta entre a reducédo do
LDL-c e diminuicdo da geracdo de dienos conjugados no HDL, indicando
possivelmente uma melhora da capacidade antioxidante do HDL. Concentracdes de
LDL-c mais elevadas estdo associados a LDL mais oxidada (oxLDL), uma fonte
essencial de estresse oxidativo sistémico e também da resposta imunoinflamatoria
caracteristica do processo aterosclerose. Em um estado nado inflamatério, o HDL
promove o efluxo de colesterol dos macrofagos, inibe a producéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e aumenta a producdo de oOxido nitrico (NO) pelas células

endoteliais. No entanto, na resposta de fase aguda ou inflamacéo sistémica, sendo
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esta ultima um marco da aterosclerose, promove a agregacdo da proteina amiléide
sérica com o HDL, reduzindo assim sua capacidade de efluxo de colesterol e producéo
de NO. Além disso, o HDL disfuncional aumenta a producéo de ROS, com producéo
acentuada de peréxidos lipidicos, como dienos conjugados (FOGELMAN, 2015;
BRITES; MARTIN; GUILLAS; KONTUSH, 2017).

A atorvastatina também tem um efeito antioxidante, pois regula positivamente a
expressdo da catalase e negativamente a NAD(P)H oxidase. Esses achados
contribuem para a maior capacidade antioxidante do HDL (WASSMANN; LAUFS;
MULLER; KONKOL et al., 2002).

Nosso estudo tem algumas limitacdes. Primeiro, a pequena amostra de
pacientes limitou a avaliagdo do efeito real das intervencdes. Apesar disso, o tamanho
da amostra teve poder suficiente para detectar alteragcbes na funcdo HDL. Outra
limitacdo € que ndo analisamos a CETP para avaliar as possiveis alteracées na
capacidade de efluxo de colesterol. E, finalmente, o papel da funcdo do HDL na
previsdo de resultados clinicos ainda ndo estd claro, e estudos futuros séo

necessarios.

7. Conclusao

Nosso estudo mostrou que a restricdo caldrica reduziu o IMC e aumentou a
concentracdo sérica de Sirt-1. Observou-se também reducédo de fosfolipides e de
colesterol livre da composi¢céo da HDL que, associado ao aumento da Sirt-1, poderia
proteger a HDL da oxidacdo e aumentar a fluidez da membrana. Quanto a
atorvastatina, a capacidade antioxidante da HDL foi provavelmente modulada pela
menor producdao total de dienos conjugados da HDL devido a reducéo do LDL-c. Esse
€ um estudo gerador de hipoteses e outros estudos com maior numero de pacientes
e longitudinais de longo prazo serdo necessarios para investigar o impacto dessas

alteracdes na particula da HDL na saude vascular.
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