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NGSP National Glyco Hemoglobin Standardization Program

NO Oxido nitrico
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RESUMO
Toyoshima MTK. Proteémica e funcionalidade das subfragBes de lipoproteina
de densidade alta (HDL) e aterosclerose subclinica no diabetes mellitus tipo 1

[tese]. SGo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2021.

INTRODUCAO: A aterosclerose é a principal causa de morbimortalidade em

individuos com diabetes mellitus tipo 1 (DM1), para a qual concorrem
alteracdes no metabolismo de lipides e lipoproteinas. A reducéo do colesterol
nas lipoproteinas de densidade alta (HDL-c) associa-se ao maior risco
cardiovascular. No entanto, individuos com DM1 n&o necessariamente
apresentam reducdo do HDL-c e, neste aspecto, considera-se que alteracao
em sua funcionalidade possa conferir maior risco cardiovascular. OBJETIVO:
Avaliar a protedmica das subfracdes da HDL (HDL, e HDL3) e sua associacéo
com a funcionalidade desta lipoproteina, variaveis clinico-metabdlicas e funcéo
vascular, indicativa de aterosclerose subclinica, em portadores de DM1 e
controles sem diabetes. METODOS: Foram selecionados 50 individuos com
DM1 e 30 controles, pareados por idade e sexo. As HDL, e HDL3 foram
isoladas por ultracentrifugacdo e sua protedmica foi determinada por
espectrometria de massas e monitoramento de reacdes em paralelo (PRM). A
capacidade de remocdo de colesterol foi determinada pela incubagdo com
macréfagos sobrecarregados com LDL acetilada e *C-colesterol. A funcéo
vascular foi avaliada pela velocidade de onda de pulso (VOP) e vasodilatacdo
mediada por fluxo (VMF), e a neuropatia autonémica cardiovascular (NAC),

pelo teste de Ewing e analise espectral. RESULTADOS: Um total de 45

proteinas foi selecionado na proteémica da HDL, e HDL3; com diferenca no
conteudo de 13 proteinas na HDL, e 33 na HDLj, entre o grupo DM1 e
controle. Destas, 10 (seis relacionadas ao metabolismo lipidico, uma proteina
de fase aguda inflamatdria, uma do sistema do complemento, uma antioxidante
e uma sem funcdo muito conhecida) foram mais abundantes na HDL, e 23 (14
relacionadas ao metabolismo lipidico, trés proteinas de fase aguda
inflamatoria, trés antioxidantes, uma transportadora e trés sem funcdo muito
conhecida), na HDL3; de DM1. Uma proteina do metabolismo lipidico, uma

transportadora e outra sem funcdo bem conhecida, foram mais abundantes na

xxiii



HDL,; e uma proteina associada ao metabolismo lipidico, cinco
transportadoras, um inibidor de protease e trés sem fungcdo bem conhecida,
foram mais abundantes na HDL3 de controles. Para HDL,, avaliacdo de razéo
de chances mostrou que o grupo DM1 teve maior forca de associacdo com
sete proteinas (apoB, apoC-Il, apoE, APMAP, C3, GPLD1 e PLTP), sendo a
maioria delas relacionada ao metabolismo lipidico. Ja o grupo controle esteve
mais associado com quatro proteinas (A1BG, apoC-lll, subunidade beta da
hemoglobina e transtirretina), sendo duas proteinas transportadoras. Para a
HDL3, analise de razdo de chances mostrou que o grupo DM1 teve maior forca
de associacdo com 17 proteinas, sendo a maioria relacionada ao metabolismo
lipidico. Ja o grupo controle, a associacdo foi com sete proteinas, sendo trés
proteinas transportadoras. Analise discriminante mostrou que seis proteinas
(APMAP, apoC-Il, apoC-lll, complemento C3, PLTP e subunidade beta da
hemoglobina) na HDL, tiveram capacidade discriminatoria entre os grupos DM1
e controle e cinco proteinas (apoA-l, APMAP, LCAT, PCSK9 e subunidade beta
da hemoglobina) na HDL3. Os individuos com DM1 apresentaram maior VOP e
menor VMF, além de maior risco cardiovascular estimado em comparacao ao
grupo controle. Nao houve diferenca de efluxo de colesterol do macréfago
entre 0s grupos. Algumas proteinas nas HDL, e HDLj; especialmente
relacionadas ao metabolismo lipidico, correlacionaram-se com a funcédo
vascular, principalmente com a VOP, a NAC, o efluxo de C colesterol de
macréfagos, HDL-c, hipertensdo arterial sistémica, controle glicémico, risco

cardiovascular estimado e uso de estatinas. CONCLUSAQ: A protedmica da

HDL pode ser preditiva de alteracdo na funcionalidade desta lipoproteina e de

aterosclerose subclinica no DM1.
Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS/MeSH): Complicacbes do diabetes,

Diabetes mellitus Tipo 1, HDL-colesterol, HDL-2, HDL-3, Protedmica,

Aterosclerose
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ABSTRACT
Toyoshima MTK. Proteomics and functionality of high-density lipoprotein (HDL)
subfractions and subclinical atherosclerosis in type 1 diabetes mellitus [thesis].

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2021.

INTRODUCTION: Atherosclerosis is the main cause of morbidity and mortality

in individuals with type 1 diabetes mellitus (T1D), determined in part by
alterations in lipid and lipoproteins metabolism. Lower cholesterol in high-
density lipoproteins (HDL-c) is associated with increased cardiovascular risk.
However, individuals with T1D do not necessarily present a reduction in HDL-c
and, in this respect, it is considered that changes in their functionality may
confer greater cardiovascular risk. OBJECTIVE: To evaluate the proteome of
HDL subfractions (HDL, and HDL3) and their association with the functionality
of this lipoprotein, clinical-metabolic variables and vascular function, indicative
of subclinical cardiovascular disease, in individuals with T1D and controls
without diabetes. METHODS: A total of 50 individuals with T1D and 30 controls,
matched for age and sex, were selected. HDL, and HDL3 were isolated by
ultracentrifugation and their proteome determined by mass spectrometry and
parallel reaction monitoring (PRM). Cholesterol removal capacity was
determined by incubation with macrophages overloaded with acetylated LDL
and *C-cholesterol. Vascular function was assessed by pulse wave velocity
(PWV) and flow-mediated vasodilation (FMD), and cardiovascular autonomic
neuropathy (CAN) by the Ewing's test and spectral analysis. RESULTS: A total
of 45 proteins were selected in the proteomics of HDL, and HDLj3; with
difference in the content of 13 proteins in HDL, and 33 in HDL3 between the
T1D and control groups. Of these, 10 (six related to lipid metabolism, one
inflammatory acute phase protein, one from the complement system, one
antioxidant and one without a well-known function) were more abundant in
HDL, and 23 (14 related to lipid metabolism, three phase proteins inflammatory,
three antioxidants, one carrier and three without well-known functions) in HDL3
in the T1D group. One lipid metabolism protein, one transporter and another

without a well-known function, were more abundant in HDL,; and one protein
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associated with lipid metabolism, five transporters, one protease inhibitor and
three with no well-known function, more abundant in HDL3 in the control group.
For HDL,, odds ratio calculation showed that the T1D group had greater
strength of association of seven proteins (apoB, apoC-Il, apoE, APMAP, C3,
GPLD1 and PLTP), most of which were related to lipid metabolism. In the
control group, the association was with four proteins (A1BG, apoC-lll,
hemoglobin subunit beta and transthyretin), with two transport proteins. For
HDL3;, odds ratio calculation showed that the T1D group had a stronger
association of 17 proteins, most of which were related to lipid metabolism. In the
control group, the association was with seven proteins, being three transport
proteins. Discriminant analysis between the T1D and control groups showed six
proteins (APMAP, apoC-Il, apoC-Ill, complement C3, PLTP and hemoglobin
subunit beta), with discriminatory capacity between groups in HDL, and five
proteins (apoA-l, APMAP, LCAT, PCSK9 and hemoglobin subunit beta) in
HDL;. Individuals with T1D had higher PWV and lower FMD, in addition to
higher estimated cardiovascular risk compared to the control group. There was
no difference in **C-cholesterol efflux in macrophages between groups. Some
proteins in HDL, and HDL3, especially related to lipid metabolism, correlated
with vascular function, mainly with PWV and CAN, with the efflux of **C-
cholesterol from macrophages, HDL-c, systemic arterial hypertension, glycemic

control, estimated cardiovascular risk and use of statins. CONCLUSION: HDL

proteomics can be predictive of changes in the functionality of this lipoprotein

and of subclinical atherosclerosis in T1D.
Descriptors: Diabetes Complication Type 1 Diabetes Mellitus High Density

Lipoprotein Cholesterol  High Density Lipoprotein HDL2  High Density
Lipoprotein HDL3 Proteomics Atherosclerosis
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1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia da doenca cardiovascular no diabetes mellitus tipo 1

O diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica complexa que
favorece, em longo prazo, o desenvolvimento de complicagbes micro
(retinopatia, doenca renal e neuropatia) e macrovasculares (coronariopatia,
doenca arterial periférica e doenca cerebrovascular), as quais reduzem
significativamente a qualidade e a expectativa de vida e aumentam 0s custos
em saude publica. O DM é considerado um fator de risco primario para doenca
cardiovascular (DCV) e incorre em manifestacdo precoce de morbimortalidade
por doenca macrovascular aterosclerética, em especial eventos coronarianos
(1-3).

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) corresponde a 5 a 10% dos casos de
DM, sendo caracterizado pela destruicdo das células beta pancreéticas, por
mecanismos imunoldgicos de natureza humoral e celular, levando a deficiéncia
absoluta de insulina (1,4). Complicagbes agudas, como a cetoacidose, e a
doenca renal diabética foram as principais causas de mortalidade de individuos
com DM1 antes do advento da insulina e do uso de controle glicémico
intensivo, respectivamente (5-7). Atualmente, a DCV € a principal causa de
morbimortalidade, em longo prazo, nesta populacdo (8,9). O aumento da
expectativa de vida dos individuos com DM1 possibilitou maior exposicdo a
fatores de risco cardiovascular, associados ao envelhecimento (5-7).

A maioria dos estudos epidemiolégicos em individuos com DM foi
realizada em diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Apesar da escassez de estudos
em portadores de DM1, a DCV tem prevaléncia maior e ocorre mais
precocemente em individuos com DM1 em comparagdo a populagdo geral
(1,5,10-12). Estudos de coorte indicam que a prevaléncia de DCV em
individuos com DM1 varia de acordo com a duracdo do DM, faixa etaria e,
possivelmente, com a etnia (1). Um estudo de coorte multinacional da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) evidenciou que 44% das mortes em
individuos com DM1 foram causadas por DCV (9). Em comparacdo a nédo

portadores de DM, a mortalidade por DCV em individuos com DM1 chega a ser



maior em até oito vezes (9,13-16). No estudo europeu EURODIAB IDDM
Complications Study, com mais de 3.200 individuos com DM1, a prevaléncia de
coronariopatia foi ao redor de 10%. Ela aumentou de acordo a duracdo do DM
e a idade, sendo de 25% na faixa etaria entre 45 e 59 anos (17).

O Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) foi um estudo
prospectivo randomizado delineado para comparar o efeito do controle
glicémico intensivo com a terapia conservadora sobre o desenvolvimento de
complicacBes crénicas do DM1. Nele, observou-se que a incidéncia de DCV foi
baixa na populagéo geral do estudo, mas a média de idade dos participantes
ao final do estudo era de apenas 33 anos, variando de 18 a 45 anos (8). No
entanto, evidenciou uma tendéncia de reducdo da taxa de eventos
coronarianos mediante controle glicémico intensivo (6,18). Apos o término do
DCCT em 1993, 93% dos individuos participaram do estudo observacional
Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications (EDIC), no qual a
terapia intensiva foi também orientada aos individuos do grupo de tratamento
convencional. O EDIC evidenciou que no grupo de controle glicémico intensivo
do DCCT houve redugcédo de 42% nos eventos cardiovasculares e 57% da
ocorréncia de infarto agudo do miocardio ndo fatal, AVC ou morte por DCV
ap6s uma média de 18 anos de seguimento (6,19).

Uma das complicacbes microvasculares do DM é a neuropatia
autonébmica cardiovascular (NAC), que resulta em alteracdo da funcao
parassimpatica e/ou simpatica cardiovascular. E um fator preditor importante de
mortalidade cardiovascular devido ao aumento dos riscos de arritmias, infarto
silencioso do miocardio e morte subita (12,20,21). A prevaléncia de NAC é
baixa em individuos com DM1 recém-diagnosticados, mas a prevaléncia
aumenta consideravelmente com a duracdo do DM (21). No estudo DCCT, a
prevaléncia de NAC era em torno de 4% e em sua continuacédo pelo estudo
EDIC, era em torno de 30% apos 20 anos de duracdo do DM (22,23).
Motataianu e cols. avaliaram 34 individuos com DM1 com idade média de 36
anos e duragdo média do DM de 15 anos, demonstrando a presenga de NAC
em 62% dos individuos (24). Em 341 individuos com DM1 avaliados no
HCFMUSP, com mediana de idade de 34 anos e de duracdo do DM de 21
anos, a prevaléncia da NAC foi de 29% (25).



Quanto as complicacdes macrovasculares, a aterosclerose esta
diretamente envolvida, sendo caracterizada pelo acumulo gradual de colesterol
em macrofagos e células musculares lisas infiltradas na intima arterial, ao qual
se somam eventos inflamatérios e trombdticos (26). Sua progressao esta
envolvida, diretamente, na patogénese das DCV. Os mecanismos responsaveis
pelo aumento da aterosclerose e DCV em DM1 ainda ndo sdo completamente
elucidados (12). Além dos fatores de risco cardiovascular classicos, como
hiperglicemia cronica, dislipidemias, hipertensédo arterial (HAS), tabagismo,
inflamacéo e predisposi¢do genética, varios outros fatores contribuem para a
aceleracdo da aterosclerose, tais como a nefropatia, NAC e variabilidade
glicémica (8,12,27,28).

A lesédo endotelial € o denominador comum a estes fatores de risco e
favorece a infiltracdo de lipoproteinas de densidade baixa (LDL) na intima
arterial. Além disso, independentemente da lesdo ou disfuncdo endotelial, as
LDL podem atravessar as células endoteliais por transcitose, atingindo a
intima. Neste compartimento, as LDL sofrem modificacdo por oxidacédo, o que
promove a quimiotaxia de mondcitos e sua diferenciagdo em macrofagos, os
quais captam as lipoproteinas modificadas por intermédio dos receptores
scavenger. No DM, as LDL podem ser modificadas na circulagcdo sanguinea,
por exemplo, com reducao de seu tamanho (LDL pequenas e densas) ou com
modificacdo quimica por glicacdo, carbamoila¢do, entre outras. Neste caso,
estas lipoproteinas ja modificadas atingem a camada arterial, o que facilita sua
captacdo por macréfagos.

1.2. Metabolismo das lipoproteinas no DM1

As elevacdes de colesterol na LDL (LDL-c) e de triglicérides (TG) e a
reducdo de colesterol nas lipoproteinas de densidade alta (HDL-c) estdo
associadas com maior risco cardiovascular na populacao geral (26,29). Estas
alteracOes sao tipicamente observadas no DM2, mas menos comumente no
DM1. No entanto, o risco cardiovascular no DM1 é mais alto do que na
populacdo geral e, quando ajustado para idade, pode até exceder o risco no
DM2 (8,30).



Apesar de o DM1 ser caracterizado pela deficiéncia absoluta de insulina,
a resisténcia insulinica mais comumente observada em DM2 pode também
estar presente em DM1, especialmente com o aumento da prevaléncia de
sobrepeso e obesidade nesta populacdo. O impacto da resisténcia insulinica
em individuos com DM1 ainda néo esta totalmente esclarecido (1).

A insulina é o principal modulador fisiologico do metabolismo de lipides,
por modular a expressao de varios genes e a atividade de enzimas, como, por
exemplo, a lipoproteina lipase (LPL) (31,32). O grau de deficiéncia de insulina e
0 consequente controle glicémico determinam o estado do metabolismo de
lipoproteinas no DM1.

Em individuos com DM1 com controle glicémico inadequado e em
cetoacidose, anormalidades lipidicas relacionadas a deficiéncia grave de
insulina séo observadas. A atividade da LPL encontra-se diminuida, levando ao
aumento de lipoproteinas ricas em TG (quilomicrons - QM e lipoproteinas de
densidade muito baixa - VLDL) e, consequentemente, hipertrigliceridemia. As
concentracfes plasmaticas elevadas de lipoproteinas ricas em TG favorecem,
por meio da atividade da proteina de transferéncia de colesterol esterificado
(CETP), a transferéncia de TG destas lipoproteinas para as HDL, com a
formacao de particulas de HDL ricas em TG. Estas sdo mais suscetiveis a acao
da lipoproteina lipase hepatica (LLH), ocasionando reducdo no tamanho das
HDL, as quais sdo associadas ao maior risco cardiovascular em estudos de
prevencao primaria e secundaria (32).

Em individuos com DM1 bem controlado, a trigliceridemia é normal ou
levemente reduzida. Isto pode ser explicado por uma diminuicdo na producao
de VLDL devido a hiperinsulinemia exdgena e ao favorecimento da sintese e
atividade da LPL (30,32). A atividade da LPL é favorecida pela sintese de apo
C-Il e C-lll que sao, respectivamente, aumentadas e diminuidas pela insulina. A
concentracdo de LDL-c é normal ou levemente reduzida e a de HDL-c, normal
ou um pouco aumentada. (33—-36) Este aumento da HDL-c decorrente da
insulinoterapia, pode ser explicado pela maior ativacdo da proteina de
transferéncia de fosfolipides (PLTP) e da LPL (30), mas também pela maior
geracdo de particulas nascentes de HDL, pré-beta HDL, inerente a

metabolizacdo das VLDL e QM pela LPL (37). Estudos também demonstraram



diferencas entre subfragbes da HDL. Alguns evidenciaram aumento na
subfracdo da HDL, e outros, na HDL3. Por fim, as alteragdes quantitativas nos
lipides plasméaticos e em lipoproteinas podem ser mitigadas pela terapia
insulinica, embora possam se manifestar alteracdes qualitativas nestas
particulas advindas de sua modificagdo quimica ou do conjunto de
macromoléculas transportadas por elas (32).

1.3. Avaliacao de risco cardiovascular e da aterosclerose subclinica

Estudos de coorte permitiram que ferramentas fossem desenvolvidas para
predizer o risco cardiovascular. As ferramentas mais conhecidas sdo o escore
de risco global de Framingham e a calculadora de risco do American College of
Cardiology/ American Heart Association (1,26,38,39). No entanto, elas n&o
foram desenvolvidas especificamente para uso em individuos com DM1 (20).

A ferramenta Steno T1 Risk Engine foi desenvolvida na Dinamarca
especificamente para individuos com DM1. O modelo preditivo inclui 10 fatores
de risco: idade, sexo, tempo de DM, pressdo arterial sistdlica, LDL-c,
hemoglobina glicada (HbAlc), albumindria, taxa de filtracdo glomerular
estimada (eTFG), tabagismo e atividade fisica (40). Outra ferramenta que
considera o DM1, como variavel independente, € o protocolo inglés QRISKS.
Ela ndo foi desenvolvida especificamente para DM1, mas é possivel selecionar
DM1 como uma das variaveis. Esta calculadora leva em conta a idade, sexo,
etnia, tabagismo, historico familiar de DCV, colesterol total, HDL-c, pressao
arterial sistolica, indice de massa corporea (IMC), tratamento para HAS,
insuficiéncia renal, fibrilagdo atrial, enxaqueca, algumas doencas autoimunes,
uso de corticosteroides e doencas psiquiatricas (15,20,41). Ambas as
ferramentas ajudam a predizer o risco cardiovascular em dez anos. No entanto,
elas ainda carecem de validacdo externa para serem amplamente utilizadas
(20).

Nos individuos com DM1, as alteragBes dos exames que evidenciam a
aterosclerose subclinica ocorrem mais precocemente do que na populacdo
geral (42). Algumas ferramentas podem ajudar a detectar ou a predizer
aterosclerose subclinica por meio de avaliacdo funcional ou estrutural das

artérias, permitindo melhores estratégias de controle e intervencéo (43).



7

A rigidez arterial € um marcador de doenca vascular precoce e é
considerado um preditor de risco para mortalidade geral e cardiovascular. A
idade € o principal determinante de rigidez em grandes artérias. A HAS, o DM,
a dislipidemia, o tabagismo, a obesidade, a resisténcia insulinica e a
inflamacgéo sistémica também contribuem com a aceleracdo do processo de
rigidez arterial (44—46).

O espessamento da parede da aorta esta relacionado ao espessamento
da camada intima vascular, cuja matriz extracelular € composta de colageno,
elastina, glicoproteinas e proteoglicanas. O coldgeno e a elastina sdo as
principais proteinas relacionadas a estrutura e a elasticidade da parede do
vaso, e sao reguladas por metaloproteinases. O envelhecimento vascular esta
fortemente associado a deplecdo e fragmentacdo de elastina e a deposicao de
coldgeno (47). O entrecruzamento de moléculas de colageno, promovido por
sua glicacdo avancada, altera a matriz dos vasos e confere resisténcia a
degradacdo proteolitica, o que cursa com sua menor taxa de degradacéo e
maior acumulo na parede arterial. A glicacdo avancada da elastina também
resulta em menor funcionalidade desta proteina na parede do vaso (47-49).
Acredita-se que varios horménios, tais como a angiotensina Il e a aldosterona,
possam modular a rigidez arterial (47).

A determinacdo da rigidez arterial pode ser regional, local, sistémica ou
por reflexdes de onda, e determinada por meio de diferentes métodos. As
propriedades elasticas dos vasos variam ao longo da arvore arterial, sendo que
as artérias proximais sdo mais elasticas e as mais distais, mais rigidas. A
rigidez arterial sisttmica pode ser determinada por meio de estimativas de
modelos circulatorios e por métodos invasivos (45). A medida de velocidade de
onda de pulso (VOP) é um método ndo invasivo, simples, direto, robusto,
reprodutivel e pouco oneroso. A medida da VOP carotidea-femoral € um
método de determinacédo regional, sendo considerada como padrdo-ouro para
medida de rigidez arterial. Este método tem sido usado em estudos
epidemiologicos para demonstrar o valor preditivo da rigidez arterial para
eventos cardiovasculares (45,50), mostrando-se bem superior a VOP
carotidea-radial, pressdo de pulso central, indice de amplificacdo (ou de

incremento) e amplificacdo de pressédo carotidea-braquial no estudo de



Framingham (51). A determinacdo da VOP pode ser feita por meio de
ultrassom vascular, mecanotransdutores, tondmetros ou ressonancia
magneética. A medida da VOP carotidea-femoral € muito relevante clinicamente,
porque, além de auxiliar na deteccdo de alteracbes pré-clinicas da
aterosclerose, também se correlaciona com a doenca aterosclerética instalada
em outros territérios vasculares (45,52,53). Baseado em estudos de individuos
com diferentes populacdes, um consenso determinou que o valor de corte de
10m/s seja considerado como padrdo para se determinar maior risco
cardiovascular (50).

Ha alguns estudos que avaliaram a rigidez arterial em DM1, mas o0s
meétodos utilizados e a faixa etaria da populacédo estudada variaram entre eles,
e o0s resultados foram controversos (42,44). Alguns estudos controlados
demonstraram maior rigidez arterial em individuos com DM1 do que em
controles, sendo uma alteragdo precoce e que antecede as demais
complicacBes clinicas micro e macrovasculares (54—-62). Estudos de coorte
indicaram associacao entre rigidez arterial com a incidéncia e prevaléncia de
eventos cardiovasculares (63—66).

A disfuncdo endotelial € considerada um marcador precoce de
aterosclerose. As alteracdes em testes que avaliaram a disfuncdo endotelial
também se mostraram preditoras de DCV em individuos com ou sem DM
(67,68). A disfuncéo endotelial € caracterizada por alteracdes vasculares, tais
como a vasoconstricdo, a apoptose, a adesdo e migracdo leucocitarias,
fenbmenos pré-trombéticos e a deposicdo lipidica. A vasoconstricdo ocorre
pelo desequilibrio entre a biodisponibilidade de substancias vasodilatadoras e
vasoconstritoras produzidas pelo endotélio levando a maior vasoconstricdo. O
principal mediador do ténus vascular é o 6xido nitrico (NO), que € um potente
vasodilatador produzido pela enzima oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS)
(27,69).

Como ja dito, os fatores de risco cardiovasculares classicos estao
associados com maior disfungéo endotelial, incluindo a dislipidemia (70). A LDL
oxidada € um importante mediador de dano endotelial. Além disso, o0s
individuos com maior propor¢cdo de particulas de LDL pequenas e densas

podem ter maior disfuncdo endotelial (70) e o tratamento com estatina pode



melhorar a disfuncéo (71,72). E cada vez maior o interesse do papel da HDL
na aterosclerose. A funcdo mais conhecida da particula da HDL é o transporte
reverso de colesterol (TRC). No entanto, a HDL também possui atividade
vasodilatadora que esta associada com a biodisponibilidade de NO (68).

A disfuncéo endotelial ocorre precocemente no DM1 (72-82), podendo
ser detectada desde a infancia (72,78,80-82). O tempo de diagnostico de DM1
estd relacionado a precocidade da alteracdo (72,80). A associacdo entre
HbAlc e disfuncdo endotelial € observada em alguns estudos com DM1. Os
mecanismos pelos quais a hiperglicemia cronica leva a disfuncdo endotelial,
sdo complexos e ndo completamente compreendidos, mas o estresse oxidativo
esta envolvido por meio das ativacdes da via do poliol e do sistema da proteina
cinase C e também da formacdo de produtos finais da glicagcdo avancada
(AGE) (72,83).

A funcdo endotelial pode ser investigada por meio de métodos invasivos
ou ndo invasivos. A técnica nao invasiva mais utilizada é a de vasodilatacao
mediada por fluxo (VMF) que pode ser adequadamente realizada com
ultrassonografia de alta resolucdo aplicada as artérias musculares, como a
braquial. A medida de VMF permite determinar o grau de dilatacdo arterial,
induzida pela aplicacdo de estimulos que aumentam a liberacdo de NO pelo
endotélio. Um manguito pneuméatico do esfigmomanémetro é insuflado ao redor
do braco e s6 é desinsuflado ap6s 5 min. Isto causa uma hiperemia reativa,
durante a qual o endotélio € estimulado a produzir e liberar NO, gracas ao
aumento temporario do fluxo sanguineo e consequente incremento da tensao
de cisalhamento (shear stress), resultando em vasodilatacdo dependente,
primariamente, da integridade do endotélio. A variacdo na VMF com o
procedimento é reconhecida como um marcador indireto da bioatividade do NO
(72,77).

1.4. Proteébmica e funcdo da HDL

As HDL sao particulas bastante heterogéneas em suas propriedades
fisicas e funcionais (29,84). As HDL sao constituidas por um nucleo lipidico
hidrofébico, contendo colesterol esterificado (~12%) e TG (~3%) em pequena

guantidade, envolvido por uma camada de fosfolipides (~25%) e



apolipoproteinas (85). As proteinas correspondem a cerca de 50-60% da
composicdo das HDL, das quais as principais representantes sdo a apoA-l
(70%) e A-1l (20%), A-IV e E (86). As HDL podem ser subfracionadas de acordo
com densidade, tamanho e em funcdo de sua composicdo percentual em
lipides e proteinas. Neste aspecto, as HDL3; sdo mais densas (1,125-1,21g/mL)
enriquecidas em proteinas, principalmente apoA-I, e as HDL,, menos densas
(1,063-1,125g/mL) com conteuddo maior de colesterol esterificado e TG
(26,29,87). As particulas nascentes de HDL ou pré-beta HDL ndo possuem
mesma faixa de densidade e, na circulagdo sanguinea, convertem-se
rapidamente nas formas maduras da HDL3; e HDL; (29).

Uma das principais e mais bem estudadas funcées das HDL é o TRC. O
TRC é um sistema antiaterogénico que favorece o trafego de colesterol dos
tecidos periféricos, incluindo a intima arterial, ao figado permitindo sua
eliminagdo nas fezes. Inicia-se com a remocgdo do excesso de colesterol
celular, por meio da interacdo de apoA-l ou pré-beta HDL com o transportador
cassete Al de ligacdo ao ATP (ABCA-1). Na HDL, o colesterol livre &
rapidamente esterificado pela lecitina colesterol aciltransferase (LCAT),
passando a integrar o nucleo hidrofébico desta lipoproteina que assume
formato esférico. Grandes particulas de HDL (denominadas HDL,) também
removem colesterol livre das células, por meio do transportador cassete G1 de
ligacdo ao ATP (ABCG-1). No plasma, o colesterol esterificado das HDL é
transferido para as LDL, VLDL ou QM, por meio da CETP. Estas lipoproteinas
podem, entdo, ser removidas por receptores hepaticos do tipo B-E. Além disso,
o colesterol esterificado das HDL pode ser diretamente removido pelos
receptores scavenger classe B, tipo | (SR-BI) no figado. As enzimas 7-alfa-
hidroxilase e esterol-27-hidroxilase convertem colesterol em &cidos biliares,
permitindo sua eliminacdo na bile e excrecdo fecal. Alteracdes em diversas
etapas do TRC sdo descritas no DM, frente a presenca de dislipidemia,
hiperinsulinemia ou modificagdo quimica de lipoproteinas, contribuindo para a
DCV no DM (88-91).

Em decorréncia do estresse oxidativo e inflamatoério, observa-se reducéo
do conteudo dos receptores da HDL, ABCA-1, o que prejudica a retirada de

colesterol celular por meio do TRC (29). A medida da remocéo de colesterol



celular pelo soro é referida como uma meétrica do TRC, embora possa espelhar
a alteragcdo quantitativa da HDL no soro. Por outro lado, a remogao de
colesterol celular mediada por HDL reflete a habilidade intrinseca destas
lipoproteinas em remover colesterol e proteger contra a aterosclerose, a
despeito de possiveis variagbes em sua concentracdo no plasma (29,92-94).

Além da funcéo sobre o TRC, as HDL exercem fun¢des antioxidante, anti-
inflamatoria, antiagregante plaquetaria, anticoagulante, antifibrinolitica,
vasodilatadora e de transporte de micro-RNAs (29,84,88,95,96). A presenca de
um estado inflamatorio crénico pode fazer com que a HDL deixe de ser anti-
inflamatoria e passe a ser pro-inflamatoria (29). Ha evidéncia de que as HDL
também exercam papel benéfico sobre a secrecdo pancreética de insulina e
sensibilidade periférica a este horménio (29,86,97) Esta variedade de funcdes
da HDL pode ser explicada por sua composi¢do em lipides e apolipoproteinas,
mas também por sua habilidade em carrear diversas proteinas, né&o
diretamente relacionadas ao metabolismo lipidico, mas que impactam na
prevencado da aterosclerose (29,98). H4 também evidéncias que modificacdes
quimicas das proteinas ligadas a HDL, tais como oxidacdo, glicacéo,
carbamoilacdo, podem comprometer a fungcdo da HDL e resultar em aumento
do risco cardiovascular (29,99).

A analise do proteoma das HDL evidenciou 251 proteinas associadas a
esta lipoproteina, incluindo ativadores do sistema complemento, moduladores
de proteinases e de resposta de fase aguda, entre outras (96,100-103).
Davidson e Shah (2021) apresentaram estes peptideos em um esquema
simplificado e resumido destas proteinas, de acordo com suas principais
funcdes (Figura 1) (103).
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Figura 1. Visdo global de proteinas ligadas a HDL, divididas por
funcdes bioldgicas
Adaptado de The Davidson/ Shah Lab: HDL Proteome Watch [Internet]. [acessado em 11

de junho de 2021]. Disponivel em: https://homepages.uc.edu/~davidswm/HDLproteome.html

O estudo da protedbmica da HDL auxilia na melhor compreensao da
funcionalidade da HDL, além de possibilitar a descoberta de biomarcadores
tanto diagndsticos quanto prognosticos de doencgas, o desenvolvimento de
farmacos e a avaliacdo da resposta terapéutica (102,104). Alguns estudos
avaliaram diferencas da protedmica da HDL com uso de estatinas (105,106).

As particulas de HDL, e HDL3; tém perfis diferentes de proteinas
carreadas. As apolipoproteinas J, L1 e F, as paraxonases 1 e 3, a PLTP e o
fator ativador de plaqueta-acetil hidrolase (PAF-AH) aparecem mais
frequentemente nas HDL3. Por outro lado, as apolipoproteinas E, C1, C2 e C3
sdo mais observadas nas HDL, (93). Ha evidéncia de que a HDL, tenha
menores capacidades anti-inflamatoria e antioxidante do que a HDL3 (107,108).
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Um estudo (98) demonstrou que, independentemente da eficiéncia no
controle glicémico, individuos com DM1 apresentam um perfil de modificacdes
irreversiveis pos-traducionais (oxidacdo, produto de Amadori e desaminacéo)
de proteinas associadas a HDL (apoA-lV, apoE, apoD, fibrinogénio, albumina,
entre outras) diferente daquele de individuos sem DM. Isto se associou a
menor remocdo de colesterol de macréfagos e a redugcdo da capacidade
antioxidante, ambas mediadas pelo soro dos individuos com DM1 (com
controle glicémico adequado e inadequado) em comparacdo ao de individuos
sem DM.

A determinagdo do HDL-c ndo necessariamente reflete a presenca e a
concentracdo de proteinas carregadas pelas particulas de HDL e,
consequentemente, sua possivel acdo ateroprotetora. Além disso, a HDL é
responsavel pela maior diversidade protedmica observada entre as
lipoproteinas. Sendo assim, a busca por uma assinatura proteica das HDL visa
aliar as medidas tradicionais de HDL-c e apo A-l, marcadores mais fidedignos
de risco cardiovascular que possam refletir perda de funcdo das HDL ou

beneficios as suas fungbes antiaterogénicas (100).

1.5. Justificativa do estudo

As doencas macrovasculares constituem a principal causa de
morbimortalidade em individuos com DM1. Embora diversos estudos
epidemioldgicos apontem para uma associacdo inversa entre o HDL-c e a
incidéncia de aterosclerose, as terapias recentes para elevagdo do HDL-c e
estudos de randomizacdo mendeliana falharam em apontar beneficios em
desfechos cardiovasculares (96). Estes resultados parecem esbarrar na
constante associacdo de HDL-c reduzido com inflamagé&o, outros componentes
da sindrome metabolica ou fatores genéticos, que agravam O risco
cardiovascular. Além disso, na maioria dos estudos, o uso concomitante de
medicamentos dificulta as analises de desfecho. De qualquer modo, a métrica
para a quantificacdo dos efeitos antiaterogénicos da HDL tem sido revista e a
determinacdo das propriedades funcionais desta lipoproteina assume

importancia fundamental (100).

12



No DM1, a terapia insulinica, por estimular a sintese e atividade da LPL,
favorece a elevagdo do HDL-c. Entretanto, mesmo com concentragdo de HDL-c
dentro dos valores de referéncia ou acima deles, os individuos com DM1
apresentam risco aumentado de eventos cardiovasculares (1,10,34,109-111)
Este achado vai ao encontro de possiveis altera¢c6es funcionais das HDL que
reduzam sua capacidade antioxidante, anti-inflamatoria, vasodilatadora e de
mediar o TRC. A HDL carreia diversas proteinas nao totalmente relacionadas
ao metabolismo de lipides e a analise de seu proteoma pode fornecer
informacdes sobre outras fungBes desta lipoproteina que podem ser
moduladas em diversas condi¢des patoldgicas e terapéuticas.

No presente estudo, foi testada a hipétese de que a protedmica da HDL
esteja associada com a funcionalidade desta lipoproteina (em particular,
remocdo de colesterol celular, mediadas pelas particulas isoladas de HDL) e
com variaveis de funcéo vascular (VOP e VMF) e NAC de individuos com DM1,
indicativas de risco cardiovascular. Os achados contribuirdo para a melhor
compreensao da funcionalidade da particula de HDL e predicdo de risco

cardiovascular no DM1.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral
Avaliar o proteoma e a funcionalidade das subfracdes de HDL (HDL; e
HDLj3) isoladas de portadores de DM1 e controles ndo diabéticos e sua

associacdo com a funcao vascular, indicativa de aterosclerose subclinica.

2.2. Objetivos especificos

- Analisar a assinatura proteica das subfragbes da HDL por meio do
estudo da protedmica.

- Associar os resultados da protedmica das subfracbes da HDL com
variaveis clinicas e laboratoriais.

- Associar os resultados dos testes de funcdo vascular com variaveis
clinicas e laboratoriais.

- Associar o risco cardiovascular estimado por calculadoras especificas
para individuos com DM1 com variaveis clinicas e laboratoriais.

- Associar teste de funcionalidade da HDL com variaveis clinicas e

laboratoriais.
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3. METODOS

3.1. Delineamento do estudo
O presente estudo foi um estudo observacional, analitico e transversal

que incluiu individuos com DM1 e controles sem DM.

3.2. Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do HCFMUSP em 09 de janeiro de 2020
(nimero do Certificado de Apreciacdo Etica - CAAE: 26584619.2.0000.0068;
namero do parecer: 3.796.622). Todos os participantes tomaram ciéncia do
estudo e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

previamente aprovado.

3.3. Casuistica

3.3.1. Selecéo

Foram selecionados 50 individuos portadores de DM1 seguidos no
Ambulatério de Diabetes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (grupo DM1) e 30 individuos sem DM1 para
compor o grupo controle. Os dois grupos apresentaram semelhanca quanto ao
sexo e a idade. Dados clinicos e laboratoriais dos individuos com DM1 foram
obtidos de prontuario eletrénico da instituicdo.

Desta casuistica de casos e controles, um subgrupo de 30 individuos
com DM1 e os 30 individuos controles foram reconvocados para realizacdo dos
testes de funcédo vascular (determinacdes de distensdo da aorta por VOP

carotideo-femoral e de funcéo endotelial por VMF).
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3.3.2. Critérios de incluséo
- Idade maior ou igual a 18 anos.
- No grupo DM1: Diagnéstico de DM1 ha, pelo menos, cinco anos.

- No grupo Controle: Auséncia de DM.

3.3.3. Critérios de néo incluséo

- Historia pessoal de doenca macrovascular ateroscleroética clinicamente
evidente (coronariopatia, doenca arterial obstrutiva periférica ou doenca
cerebrovascular).

- Familiares de individuos com DM1 recrutados no estudo

- Tabagismo ativo ou aqueles que cessaram 0 uso ha menos de dez
anos.

- Concentragéo de TG > 400 mg/dL.

3.4. Estimativa de risco cardiovascular

Para o célculo de risco estimado de doenca cardiovascular em dez anos,
foram utilizadas as ferramentas T1 Risk Engine (112) e QRISK3 (113),
disponibilizados na Internet, com dados clinicos dos individuos com DM1,
obtidos em prontuério.

3.5. Neuropatia autonémica cardiovascular

Os dados do teste para NAC foram obtidos a partir de bancos de dados
de estudos realizados no Servigco de Endocrinologia do HCFMUSP — Unidade
de Diabetes (114,115). A avaliacdo de funcdo cardiaca simpatica e
parassimpatica foi feita pela andlise de sete testes que incluem os testes
padronizados de Ewing e a andlise espectral realizada pelo software Poly-
Spectrum (versdo 4.8.143; Neurosoft®, Ivanovo, RuUssia). A sequéncia dos
testes é: variagdo da frequéncia cardiaca (FC) a respiracao profunda, relacéo
da FC com manobra de Valsalva, influéncia da ortostase na FC e avaliagdo de
hipotensao ortostéatica. A presenca de trés ou mais testes alterados foi utilizada
como critério para a presenca de NAC (116-118).
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3.6. Coletade sangue e determinac¢des bioquimicas

Amostras de sangue venoso dos individuos controles e DM1 foram
obtidas apds jejum de 12 h e com dieta habitual. O plasma ou soro foi obtido
apos centrifugacdo a 4°C e utilizado para determinacdo das concentra¢des de
colesterol total (CT), HDL-c, TG, glicemia, creatinina e frutosamina por método
enzimatico colorimétrico automatizado (Labtest do Brasil, Minas Gerais, Brasil).
O HDL-c foi determinado apés precipitacdo das lipoproteinas que contém
apoB, com sulfato de dextrana 0,2%/ cloreto de magnésio 3M (v/v). O LDL-c foi
calculado baseado nas formulas de Friedewald e de Martin e cols. (119,120) e
a eTFG foi calculada por meio da equacdo da Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) (121). A HbAlc foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), certificada pelo National Glyco
Hemoglobin Standardization Program (NGSP-EUA).

3.7. Vasodilatacdo mediada por fluxo (VMF)

A avaliacdo da funcédo endotelial por meio da manobra de hiperemia
reativa € a técnica nao invasiva mais utilizada em humanos. Os testes foram
realizados ap6s jejum de 8 h, no periodo da manhad, com o individuo em
decubito horizontal e em repouso num ambiente calmo e com temperatura
ambiente entre 20°C e 25°C. Monitoriza¢des eletrocardiografica e da pressao
arterial séo realizadas nos testes. Os exames foram sempre realizados por um
anico pesquisador e de acordo com as diretivas da International Brachial Artery
Reactivity Task Force (versdo 2002). De forma sequencial, a VMF dependente
do endotélio e a resposta do musculo liso vascular ao vasodilatador dinitrato de
isossorbida (independente do endotélio) foram avaliadas na artéria braquial,
que foi acessada acima da prega do cotovelo, e o seu diametro verificado por
aparelho de ultrassom (Sequoia Echocardiography System, versao 6.0, Acuson
Siemens®, Malvern, EUA) equipado com um transdutor linear de
multifrequencial (7-12 MHz) e acoplado a um computador programado para
gravar e analisar este tipo de dados. Para a analise, dois observadores
independentes analisaram seis imagens selecionadas para cada fase do teste

coincidindo com a onda R do eletrocardiograma. Os dados do diametro da
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artéria braquial foram obtidos em condi¢cbes basais, apdés a inducdo da
hiperemia reativa e depois da administragdo de um comprimido de dinitrato de
isossorbida (Isordil® 10mg). A VMF ap6s hiperemia reativa ou VMF
dependente de endotélio (VDE) é expressa, em porcentagem de variacdo do
didmetro da artéria braquial apoés o estimulo, em relacdo ao didametro basal:
VDE (%) = (Diametro HR — Diametro Basal)/ Diametro basal x 100. A
vasodilatacdo independente do endotélio (VIE) €& expressa como a
porcentagem de variacdo do diametro da artéria braquial, apds 5 minutos da
administracdo do dinitrato de isossorbida, em relacdo ao didmetro pré-nitrato:
VIE (%) = (Didmetro pds-nitrato — Diametro pré-nitrato)/ Diametro pré x100. Por
atuar independentemente do endotélio, os vasodilatadores, como a
nitroglicerina, permitem a avaliar a causa da eventual reducdo na VMF, seja
por disfuncéo do endotélio ou do musculo liso arterial. Na literatura, a reducéo
da VDE é comumente utilizada como sinénimo de disfuncao endotelial (122).

3.8. Velocidade de onda de pulso carotideo-femoral (VOP)

A onda de pulso se propaga na arvore arterial, cuja a velocidade é
utilizada como uma medida indireta do grau de rigidez da artéria (123). Quanto
mais rigidez € a artéria, maior € a velocidade de deslocamento da onda. A VOP
€ medida por captores externos (mecanotransdutores), colocados em dois
pontos conhecidos da arvore arterial. O calculo é realizado por meio do
quociente entre a distancia em que a onda percorre em funcdo do tempo
(45,50). A VOP foi determinada no segmento carétideo-femoral da arvore
arterial por meio de um aparelho ja validado e utilizado em diversos estudos no
InCor - HCFMUSP (Complior®; Gonesse, Franca) (124-128). Cada onda
pulsatil pode ser observada em tempo real na tela do computador. O inicio da
onda é determinado pela tangente a fase ascendente da onda de pulso. Cada
valor obtido da VOP representa a média de pelo menos dez curvas

selecionadas pela sua qualidade e nitidez (45,50,129).
3.9. Isolamento das subfracdes da HDL

Amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo &cido

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para o isolamento das subfra¢cdes da HDL.
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O plasma foi submetido a ultracentrifugacdo a 100.000g por 24 h, a 4°C
(ultracentrifuga Beckman com rotor tipo SW 40) para obtencdo das subfra¢cfes
da HDL, e HDLj3, por gradiente descontinuo de densidade (HDLj: 1,063 -
1,125g/mL e HDL3: 1,125 - 1,21g/mL). ApGs isolamento, as lipoproteinas foram
imediatamente congeladas a -80°C (130).

3.10. Proteémica das subfracdes da HDL

3.10.1. Digestédo proteolitica e purificagdo das amostras

A concentracdo de proteinas totais em cada subclasse da HDL foi
determinada pelo método de Bradford (131), empregando albumina como
padrdo. A HDL (10 pg de proteina) foi solubilizada em 100 mM de NH4HCOs3,
reduzida com 5puL de ditiotreitol 0,1 M, alquilada com 3mL de iodoacetamida
0,5 M e digerida com 2,5 pL de tripsina (1 tripsina:40 proteina, m/m) por 4h a
37°C. Em seguida, outra aliquota da enzima (1 tripsina:50 proteina, m/m) foi
adicionada e as amostras foram incubadas durante a noite a 37°C (132,133).
Apés a hidrdlise &cida com acido trifluoroacético 2,0% (v/v), as amostras foram
dessalinizadas, como descrito no protocolo de clean up StageTip (134). Depois
de secas, as amostras foram armazenadas a -80°C até andlise por
espectrometria de massa (MS). As amostras digeridas e limpas foram
ressuspendidas em acido formico 0,1% (v/v) (concentracao final de proteinas
de 25 ng/uL) e submetidas a andlise por MS. A angiotensina 0,2 pmol/pL foi
usada como padrao interno, a fim de monitorar a variabilidade do MS.

3.10.2. Andlise semi-quantitativa por protedmica shotgun ou analise
dependente de dados (DDA)

O instrumento Easy-nLC 1200 (Thermo Scientific®, Bremen, Alemanha)
foi empregado para a separagdo dos peptideos com uso de gradiente linear de
solvente A (acido formico 0,1%, v/v) e solvente B (acido férmico 0,1% em
acetonitrila 80%, v/v). Vinte amostras de HDL digeridas (50 ng) de cada
condicado (DM1 e controles) foram randomicamente selecionadas para analise
por shotgun. Cada amostra foi carregada numa pré coluna tipo trap (nanoViper

C18, 3 uym, 75 ym x 2 cm, Thermo Scientific®, Bremen, Alemanha) com adigéo
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de 12 pL de solvente A a 980 bar. Em seguida, os peptideos aprisionados na
coluna trap foram eluidos para coluna analitica C18 (nanoViper C18, 2 um, 75
pm x 15 cm, Thermo Scientific®, Bremen, Alemanha) num fluxo de 300 nL/min.
Os peptideos foram eluidos da coluna empregando gradiente linear de 5% a
28% de solvente B durante 25 min, seguido de 28% a 40% por 5 min.
Finalmente, a coluna foi lavada por 10 min com 95% de solvente B, e o sistema
foi reequilibrado com 100% de solvente A antes de cada injecdo. A aquisicdo
dos dados foi realizada em um espectrometro de massas Orbitrap Fusion
Lumos (Thermo Scientific®, Bremen, Alemanha) com fonte nanospray Flex NG
integrada (Thermo Scientific®, Bremen, Alemanha). Um ciclo de 3 s foi
empregado para a aquisicio do MS1 (espectro de massas dos ions
precursores) seguido por sucessivos MS2 dependentes (espectro de massas
dos fons fragmentados). ions precursores selecionados para o MS2 foram
excluidos para varreduras subsequentes de MS2 por 20 s. A resolucao do
modo MS1 foi definida como 120.000 (a 400 m/z), o alvo de controle
automatico de ganho em 4 x 10° e a faixa de 400 a 1600 m/z foi monitorada. O
MS1 foi seguido por scans de MS2 dependentes de dados com resolucdo de
30.000 (a 400 m/z), tempo de preenchimento do trap de 54 ms, janela de
isolamento de 1,2 m/z e energia de colisdo normalizada de 30%. O uso da
avaliacdo da protedbmica por shotgun é uma andlise preliminar para
identificacdo de proteinas. Por este método, foi possivel conhecer a amostra,
identificando as proteinas presentes nela de uma forma global. No entanto,
este método é semiquantitativo, isto €, ele seleciona aleatoriamente para a
deteccdo as proteinas de maior abundancia e a reprodutibilidade do método &

baixa.

3.10.3. Identificac&o das proteinas

As proteinas foram identificadas por meio de espectros de fragmentacéo
(MS/MS) comparados com o banco de dados internacional UniProt (Agosto
2018, versao 109, 20.404 entradas) (135), utilizando a ferramenta de busca
MaxQuant (versdo 1.6.3.3) (136) com carbamidometilagcdo na cisteina (Cys)
como modificacdo fixa e oxidacdo da metionina (Met) como variavel.

Tolerancias de massa estabelecida pelo software para os ions precursores e
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para os ions fragmentados foram empregadas. A enzima tripsina foi
selecionada e foram monitorados dois peptideos, no minimo, para cada
proteina e permitido apenas dois sitios de clivagem perdidos. O processamento

dos resultados foram realizados pelo método de quantificacao label free (LFQ).

3.10.4. Analise quantitativa do proteoma da HDL por monitoramento
de reacbes em paralelo (PRM)

As mesmas colunas (tipo trap e analitica) empregadas nos experimentos
de shotgun foram empregadas para o0 método PRM. A HDL digerida (50 ng) foi
carregada numa pré-coluna tipo trap com 12 pL de solvente A a 980 bar. Em
seguida, ao girar a valvula os peptideos foram eluidos para a coluna analitica
num fluxo de 350 nL/min, com gradiente linear de 5% a 28% de solvente B por
15 min, seguido por outro de 28% a 40% durante 2 min. A concentragédo de
solvente B foi aumentada em 2 min e a coluna foi lavada por 10 min a 95%.
Ambas as colunas foram reequilibradas com 12 pL e 6 pL, respectivamente, a
980 bar usando 100% de solvente A antes de cada corrida. O espectrémetro
de massas Orbitrap Fusion Lumos equipado com fonte nanospray Flex NG foi
utilizado para os experimentos. A resolucdo empregada foi de 15.000
(a 400 m/z), o alvo AGC em 5 x 10* e tempo de preenchimento do trap de 22
ms. Energia de colisdo normalizada de 30% foi usada para a fragmentacao dos

ions e janela de isolamento de 1,6 m/z foi selecionada.

3.10.5. Selecao dos peptideos para a quantificacdo relativa das
proteinas presentes na HDL em amostras bioldgicas

Bibliotecas espectrais construidas a partir das proteinas determinadas
por shotgun foram empregadas para a elaboracdo da metodologia PRM. Um
total de 186 peptideos de 67 proteinas foi identificado, mas esse numero foi
reduzido pela eliminacdo de queratinas, imunoglobulinas, e todas as proteinas
com erro de massa >10 ppm. Apés o critério de excluséo ser aplicado, baseado
na frequéncia observada nas amostras analisadas por shotgun e por resultados
anteriores (101), 116 peptideos de 46 proteinas, incluindo o controle
angiotensina |, permaneceram em quantidades diferentes (variando de <1% a

~70% do total de proteinas) na HDL foram selecionadas para a quantificacédo
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relativa. Para andlise estatistica, um peptideo por proteina foi selecionado e o
controle angiotensina | foi excluido. Tal escolha foi baseada em critérios

descritos anteriormente (137). A tabela dos peptideos encontra-se no Anexo 1.

3.10.6. Controle de qualidade usado para PRM

A robustez da metodologia PRM foi avaliada usando um peptideo da
angiotensina | (DRVYIHPFHL) como padréo interno. Para isso, angiotensina |
0,2 pmol/uL foi adicionada em cada amostra e a variacdo nas areas do

peptideo foi monitorada ao longo de todas as injecdes (total de 90 inje¢des).

3.10.7. Processamento de dados

Para o processamento de dados qualitativos e quantitativos de
protedmica, foi empregado o software Skyline (versdo 4.2, MacCoss Lab
Software) (138). Todos o0s picos cromatograficos foram inspecionados
manualmente para que a deteccdo e a integracdo correta dos picos fossem

garantidas.

3.11. Efluxo de *C-colesterol de macréfagos mediado pelas subfracées
da HDL

De forma estrita, a utilizacdo de animais de laboratério foi de acordo com
os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA (CEUA#1015/2018). Os
camundongos da linhagem C57BL6 foram submetidos a eutanasia. Células
obtidas da medula 6ssea, por meio da disseccado do fémur e da tibia, foram
diferenciadas em macréfagos. A medula 6ssea foi lavada com meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) contendo antibiéticos, soro fetal bovino
(FCS) e meio condicionado advindo de células L929. Em seguida, A medula
foi aspirada gentilmente com dissolugcdo dos agregados celulares. As células
foram centrifugadas, em temperatura ambiente, a 1000 rpm, durante 6 min,
para depois serem semeadas em placas de cultura com incubacgédo por cinco
dias, em atmosfera de CO, 5% e temperatura de 37°C. No quinto dia, 0 meio
de cultura foi trocado por novo meio condicionado de células L929, que auxilia

no crescimento e na diferenciacao de células da medula 6ssea em macréfagos.
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No sexto dia, as células foram incubadas com meio DMEM com baixa
concentragéo de glicose, contendo 10% de FCS.

Macrofagos foram incubados com sobrecarga de LDL acetilada (50
ng/mL) e **C-colesterol (0,3 pCi/mL) por 24 horas e a seguir, mantidos, por
mais 24 horas, em meio DMEM contendo albumina isenta de acidos graxos
(FAFA 1 mg/mL) para equilibrio dos pools intracelulares de colesterol. A
porcentagem de efluxo de *C-colesterol (%EC) foi determinada apds
incubacdo com HDL dos individuos com DM1 e controles (50 pg/mL), durante
seis horas, como: **C-colesterol no meio/ (**C-colesterol na célula + **C-
colesterol no meio) x 100. Incubacdes controles foram realizadas apenas na
presenca de DMEM-FAFA e o efluxo obtido nesta condicéo (efluxo basal) foi
subtraido daquele obtido com as HDL, de modo a expressar o efluxo especifico
mediado por HDL (139).

3.12. Analise estatistica

Para a analise descritiva, as variaveis quantitativas foram expressas por
meio de média + DP ou mediana (intervalo interquartil 25%-75%). As variaveis
qualitativas foram expressas por frequéncias absoluta (n) e relativa (%). As
diferencas das caracteristicas demograficas entre casos e controles foram
estimadas usando o teste de qui-quadrado de Pearson para variaveis
categoricas e teste t-Student ou o Mann-Whitney para as variaveis continuas.
Foram realizados testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov para a
avaliacdo da suposicdo de normalidade dos dados. Para avaliagcdo dos dados
da protedbmica, as proteinas presentes na HDL foram estatisticamente
diferenciadas pelo teste ndo paramétrico pareado e independente de Wilcoxon
(teste  modificado de Wilcoxon). As abundancias dos peptideos foram
transformadas em logl0 para a analise. Os valores de p obtidos na analise
estatistica foram corrigidos usando o método de Benjamini-Hochberg (140-
142). Este método controla a razdo de falsas descobertas (False Discovery
Rate - FDR), assumindo uma correlagcdo nao negativa. Um limiar de valor de p
corrigido foi calculado, e somente as proteinas acima desse limiar foram
consideradas significativamente diferentes (141,142). A razdo de chances

(Odds ratio) com intervalo de confianca de 95% foi calculada para a associacao
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de proteinas com os dois grupos. Andlise discriminante foi realizada para
determinar a capacidade discriminatéria dos dados de proteémica dos grupos
DM1 e controle.

Para analise de correlacdo entre variaveis, foi realizada correlacdo de
Pearson para variaveis continuas lineares ou correlacdo de Spearman para
avaliar relacdbes mondtonas entre variaveis continuas ou ordinais. Os
coeficientes de correlacdo variam de |0] a |1|, podendo ser positivos ou
negativos, sendo que os coeficientes < |0,5] foram considerados fracos; de
|0,5] a |0,8|, bons; e maiores que |0,8]|, 6timos.

As analises estatisticas e o0s graficos foram realizados usando os
softwares R Studio versao 1.1.463 (RStudio, Inc.) e SPSS verséao 21.0 (SPSS
Inc., IBM). O valor de P <0,05 foi considerado significativo.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados demogréficos, clinicos e laboratoriais

Foram avaliados 50 individuos com DM1 e 30 controles (n = 80). Os
dados demograficos, clinicos e laboratoriais sdo mostrados na Tabela 1. Os
individuos com DM1 e controles ndo diferiram em idade, sexo, IMC,
circunferéncia abdominal, concentracdo de HDL-c e eTFG. Os individuos com
DM1 mostraram maior HbAlc e frutosamina. J& os controles apresentaram
maiores concentracdes de colesterol total, LDL-c e TG. A HAS e 0 uso de
estatina s6 estavam presentes no grupo DM1.

Os individuos com DM1 mostraram mediana de tempo de DM e de idade
ao diagnoéstico de 22 (16-30) e 11,5 (6-18) anos, respectivamente. Vinte
individuos com DM1 usavam estatinas (40%) e 15 apresentaram diagndstico
concomitante de HAS (30%). Quanto as complicacbes do DM, retinopatia
diabética (48%) e NAC (30%) eram as mais prevalentes. Neuropatia periférica,
albumindria persistentemente maior do que 300mg/g de creatinina e eTFG
menor que 60 mL/min/1,73m? estavam presentes em 12%, 4% e 4% dos
individuos com DM1, respectivamente (Tabela 1).

A Tabela 2 indica a avaliacdo de individuos com DM1 quanto a presenca
ou ndo de HAS. Os individuos com DM1 e HAS mostraram maior tempo de
DM, maior albumindria, uso de estatina mais frequente e mais retinopatia
diabética. Quanto ao controle glicémico (HbAlc <8,5% e >8,5%), a Unica
variavel que esteve associada estatisticamente ao pior controle glicémico foi a
albuminuria (Tabela 3). Quanto ao uso de estatina, o tempo de diagndstico de
DML1 e a trigliceridemia foram maiores e a HbAlc e a eTFG menores nagueles
em uso de estatina. Além disso, a porcentagem de concomitancia com HAS era
maior em individuos com DM1 que usavam estatina (Tabela 4). Quanto a
presenca ou ndo de NAC, ndo houve diferenca das variaveis clinicas e

laboratoriais entre os grupos (Tabela 5).
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Tabela 1: Caracteristicas antropométricas, clinicas e laboratoriais dos

individuos com diabetes mellitus tipo 1 e controles.

Variavel DM1 Controles P
n=50 n=30

Dados antropométricos
Sexo feminino (%) 50 50 -
Idade (anos) 34 (29-40) 34 (30-46) 0,474
IMC (kg/m2) 22,94 (20,3-26,6) 24,36 (23,2-26,60) 0,077
Circunferéncia abdominal (cm) 89 (80-96) 86,0 (79,0-95,0) 0,530
Tempo de DM1 (anos) 22 (16 — 30) -
Idade ao diagndstico (anos) 11,5(6 - 18) -
HAS, n (%) 15 (30,0%) 0
Dados laboratoriais
HbAlc (%) 8,25 (6,9-9,3) 5,35 (5,0-5,5) <0,001
Frutosamina (umol/L) 362 (336-421) 226 (215-237) <0,001
CT (mg/dL) 163 (145-184) 186,5 (153-199) 0,017
HDL-c (mg/dL) 57 (48-67) 56,5 (46-68) 0,709
LDL-c (mg/dL) 86,5 (75-104) 97 (86-120) 0,021
TG (mg/dL) 69 (57-93) 86 (68-134) 0,036
eTFG (mL/min/1,73m?) 103,5 (90,2-117,2) 101,0 (89,7-100,1) 0,538
Albuminuria (mg/g creatinina) 6,10 (4,17-16,36) NA

Complica¢Bes microvasculares

Retinopatia, n (%)

Estagios de albuminuria, n (%)

Al: <30mg/g Cr
A2: 30-300 mg/g Cr
A3: >300 mg/g Cr

Estagios de eTFG (mL/min/1,73m?)

G1: >90
G2: 60-89
G3a: 45-59
G3b: 30-44
G4: 15-29
G5: <15

Neuropatia periférica, n (%)

NAC, n (%)

Medicacdes, n (%)

Estatinas
Atorvastatina
Sinvastatina

IECA

BRA

Diuréticos tiazidicos

Espironolactona

Betabloqueador

BCC

Hidralazina, n (%)

RCV em dez anos (%)
Steno T1 Engine
QRISK3

24 (48%)

40 (80%)
8 (16%)
2 (4%)

38 (76%)
8 (16%)
2 (4%)
1 (2%)
0
1 (2%)
6 (12%)
15 (30%)

20 (40%)
10 (20%)
10 (20%)
12 (24%)
7 (14%)
7 (14%)
1 (2%)
2 (4%)
1 (2%)
1 (2%)

6,90 (4,20-15,60)
4,50 (2,00-7,60)
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Variaveis categoricas: Frequéncia absoluta (n) e relativa (%), Teste de Qui-quadrado de
Pearson. Variaveis continuas: Mediana (percentil 25- percentil 75), Teste de Mann Whitney.
Abreviaturas: BCC — bloqueador de canal de célcio, BRA — bloqueador do receptor de
angiotensina I, CT — colesterol total, eTFG — taxa de filtracdo glomerular estimada, HAS —
hipertenséao arterial, HDL-c — HDL-colesterol, IMC — indice de massa corpérea, IECA — inibidor
da enzima de conversao de angiotensina, LDL-c — LDL-colesterol, NA — ndo avaliado, NAC —
neuropatia autondmica cardiovascular, RCV —risco cardiovascular, TG — triglicérides.

Tabela 2: Caracteristicas dos individuos com diabetes tipo 1 quanto a

presenca ou nao de hipertensédo arterial.

Hipertenséo arterial

Variavel Ausente Presente P
n=29 n=21

Dados clinicos
Sexo Feminino 17 (58,6%) 8 (38,1%) 0,152
Faixa etéria 0,065

20 a 29 anos 12 (41,4%) 3 (14,3%)

30 a 39 anos 13 (44,8%) 9 (42,9%)

40 a 59 anos 2 (6,9%) 6 (28,6%)

50 a 69 anos 2 (6,9%) 3 (14,3%)
Idade ao diagnostico de DM1 (anos) 12 (11-19) 10 (3-16) 0,115
Tempo de diagndstico de DM1 (anos) 19 (15-24) 27 (20-36) 0,014
IMC (kg/m®) 22,3 (20,3-26,6) 23,9 (20,6-26,0) 0,673
Circunferéncia abdominal (cm) 85,3 (79,3-96,3) 92,0 (81,0-96,0) 0,660
Exames laboratoriais
HbAlc (%) 8,0 (6,9-9,0) 8,7 (7,9-9,9) 0,284
Frutosamina (umol/L) 360 (334-407) 363 (338-436) 0,709
CT (mg/dL) 163 (145-176) 155 (147-185) 0,929
HDL-c (mg/dL) 58 (47-66) 57 (50-72) 0,883
LDL-c (mg/dL) 85 (77-102) 90 (75-104) 0,914
TG (mg/dL) 67 (57-86) 83 (58-106) 0,426
eTFG (mL/min/1,73m?) 105,4 (90,6-117,4) 96,9 (83,6-114,4) 0,404
Albuminaria (mg/g Cr) 5,3 (4,2-8,0) 16,0 (4,8-39,2) 0,010
Complicacfes diabéticas
Retinopatia 10 (34,5%) 14 (66,7%) 0,025
Doenca renal 1 (3,4%) 4 (19,0%) 0,070
Neuropatia periférica 4 (13,8%) 2 (9,5%) 0,647
NAC 7 (24,1%) 8 (38,1%) 0,288
Medicacdes
Estatina 7 (24,1%) 13 (61,9%) 0,015
IECA 0 (0%) 12 (57,1%) <0,001
BRA 0 (0%) 7 (33,3%) 0,001
Betabloqueador/ BCC 0 (0%) 3 (14,3%) 0,036
Diurético tiazidico/ Espironolactona 0 (0%) 8 (38,1%) <0,001
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Variaveis categoricas: Frequéncia absoluta (n) e relativa (%), Teste de Qui-quadrado de
Pearson. Variaveis continuas: Mediana (percentil 25- percentil 75), Teste de Mann Whitney.
Abreviaturas: BCC — bloqueador de canal de célcio, BRA — bloqueador de receptor de
angiotensina Il, CT — colesterol total, eTFG — taxa de filtracdo glomerular estimada, HDL-c —
HDL-colesterol, IECA — inibidor da enzima de conversdo de angiotensina, IMC — indice de
massa corporea, LDL-c — LDL-colesterol, NAC - Neuropatia autondmica cardiovascular, TG —
triglicérides.

Tabela 3: Caracteristicas dos individuos com diabetes tipo 1 quanto ao
controle glicémico.

HbAlc
Variavel <8,5% >8,5% P
n=29 n=21

Dados clinicos
Sexo Feminino 15 (51,7%) 10 (47,6%) 0,774
Faixa etéaria 0,201

20 a 29 anos 7 (24,1%) 8 (38,1%)

30 a 39 anos 13 (44,8%) 9 (42,9%)

40 a 59 anos 4 (13,8%) 4 (19,0%)

50 a 69 anos 5 (17,2%) 0 (0%)
Idade ao diagnostico de DM1 (anos) 12 (9-18) 11 (5-18) 0,528
Tempo de diagndstico de DM1 (anos) 23 (16-34) 20 (15-27) 0,284
HAS 10 (34,5%) 11 (52,4%) 0,206
IMC (kg/m®) 24 (22-26) 24 (19-27) 0,823
Circunferéncia abdominal (cm) 86,0 (78,5-96,0) 86,5 (81,0-94,0) 0,945
Exames laboratoriais
HbAlc (%) 5,7 (5,3-7,4) 9,5 (9,0-11,0) 0,000
Frutosamina (umol/L) 248 (225-342) 403 (363-501) 0,000
CT (mg/dL) 170 (146-190) 168 (149-185) 0,823
HDL-c (mg/dL) 57 (47-68) 57 (46-67) 0,917
LDL-c (mg/dL) 93 (79-105) 92 (82-111) 0,922
TG (mg/dL) 76 (58-115) 70 (61-93) 0,603
eTFG (mL/min/1,73m?) 101,7 (89,7-112,4)  101,9 (94,6-117,2) 0,952
Albuminaria (mg/g Cr) 5,26 (4,15-9,57) 13,11 (5,00-36,00) 0,025
Complicacfes diabéticas
Retinopatia 12 (41,4%) 12 (57,1%) 0,271
Doenca renal 1 (3,4%) 4 (19,0%) 0,070
Neuropatia periférica 2 (6,9%) 4 (19,0%) 0,192
NAC 9 (31,0%) 6 (28,6%) 0,851
MedicacOes
Uso de estatina 14 (48,3%) 7 (33,3%) 0,291
IECA 5 (17,2%) 7 (33,3%) 0,189
BRA 5 (17,2%) 2 (9,5%) 0,438
Betabloqueador/ BCC 2 (6,9%) 1 (4,8%) 0,754
Diurético tiazidico/ Espironolactona 6 (20,7%) 2 (9,5%) 0,288
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Variaveis categoricas: Frequéncia absoluta (n) e relativa (%), Teste de Qui-quadrado de
Pearson. Variaveis continuas: Mediana (percentil 25 — percentil 75), Teste de Mann Whitney.
Abreviaturas: BCC — bloqueador de canal de célcio, BRA — bloqueador de receptor de
angiotensina Il, CT — colesterol total, eTFG — taxa de filtracdo glomerular estimada, HAS —
hipertensdo arterial sistémica, HDL-c — HDL-colesterol, IECA - inibidor da enzima de
conversédo de angiotensina, IMC — indice de massa corpérea, LDL-c — LDL-colesterol, NAC -
Neuropatia autonémica cardiovascular, TG — triglicérides

Tabela 4: Caracteristicas dos individuos com diabetes tipo 1 quanto ao
uso de estatina.

Uso de estatina

Variavel Nao Sim P
n=30 n=20

Dados clinicos

Idade (anos) 31 (27-39) 35 (32-40) 0,06
Idade ao diagnostico de DM1 (anos) 12 (8-18) 11 (3-18) 0,320
Tempo de diagndstico de DM1 (anos) 20 (14-27) 27 (19-31) 0,041
IMC (kg/m®) 23 (19-27) 23 (21-25) 0,860
HAS (%) 13,8% 52,4% 0,003
Retinopatia (%) 41,4% 57,1% 0,271
Neuropatia periférica 13,8% 9,5% 0,647
Exames laboratoriais

HbAlc (%) 8,4 (7,8,3-9,5) 7,8 (6,8-8,8) 0,046
Frutosamina (umol/L) 374 (336-434) 361 (336-379) 0,709
CT (mg/dL) 163 (147-176) 152 (143-194) 0,616
HDL-c (mg/dL) 58 (53-67) 54 (43-63) 0,103
LDL-c (mg/dL) 85 (69-102) 92 (84-108) 0,188
TG (mg/dL) 64 (58-76) 93 (56-116) 0,035
Albumindria (mg/g Cr) 5,99 (4,76-13,86) 7,20 (4,00-16,36) 0,992
eTFG (mL/min/1,73m%) 107,6 (96,9-118,5) 95,7 (83,6-110,8) 0,026

Mediana (percentil 25 — percentil 75), Teste de Mann Whitney.

Abreviaturas: CT — colesterol total, eTFG — taxa de filtragdo glomerular estimada, HAS —
hipertensao arterial sistémica, HDL-c — HDL-colesterol, IMC — indice de massa corpérea, LDL-c
- LDL-colesterol, TG - triglicérides
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Tabela 5: Caracteristicas dos individuos com diabetes tipo 1 quanto a
presenca de neuropatia autondmica cardiovascular.

Neuropatia autonémica cardiovascular

Parametro Né&o Sim P
n=35 n=15
Dados clinicos
Idade (anos) 32 (28-40) 35 (32-40) 0,45
Idade ao diagnostico de DM1 (anos) 12 (6-18) 11 (6-22) 0,60
Tempo de diagnostico de DM1 22 (16-30) 19 (15-30) 0,82
(anos)
IMC (kg/m®) 24 (20-27) 21 (19-25) 0,11
HAS (%) 37,1 53,3 0,29
Retinopatia (%) 40,0 66,7% 0,08
Neuropatia periférica (%) 8,6% 20,0% 0,25
Exames laboratoriais
HbAlc (%) 8,3 (6,9-9,3) 8,1 (7,2-11,0) 0,69
Frutosamina (umol/L) 362 (334-403) 360 (338-501) 0,53
CT (mg/dL) 163 (147-179) 151 (140-185) 0,56
HDL-c (mg/dL) 58 (50-75) 55 (46-58) 0,24
LDL-c (mg/dL) 87 (75-104) 85 (74-111) 0,92
TG (mg/dL) 65 (56-86) 90 (57-130) 0,10
Albuminaria (mg/g Cr) 6,0 (4,2-16,0) 6,2 (4,8-41,0) 0,48
eTFG (mL/min/1,73m?) 105,4 95,6 0,09
(94,6 — 117,8) (76,0 — 114,4)

Mediana (percentil 25 — percentil 75), Teste de Mann Whitney.

Abreviaturas: CT — colesterol total, eTFG — taxa de filtragdo glomerular estimada, HAS —
hipertenséo arterial sistémica, HDL-c — HDL-colesterol, IMC — indice de massa corporea, LDL-c
— LDL-colesterol.

4.2. Protebmica da HDL

4.2.1. Avaliacao descritiva geral da protedmica das subfracdes da HDL

Os dados brutos da protedmica, advindos da MS, foram armazenados no
Mass Spectrometry Interactive Virtual Environment (MassIVE) com acesso via
ftp://IMSV000087986@massive.ucsd.edu e doi:10.25345/C5MP1C.

Foram selecionadas e quantificadas 45 proteinas presentes nas HDL, e
HDL3z dos 50 individuos com DM1 e dos 30 controles. A quantificacdo das
proteinas foi expressa em escala logaritmica decimal (logl0). Para fins

didaticos e de forma simplificada, estas proteinas foram classificadas, de
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acordo com sua principal funcdo, baseado em classificacbes de estudos
prévios (96,101,104). Um total de 18 proteinas estd associado ao metabolismo
lipidico (apo(a), apoA-l, apoA-ll, apoA-IV, apoA-V, apoB, apoC-l, apoC-ll,
apoC-lll, apoC-1V, apoD, apoE, apoF, apoM, CETP, LCAT, PCSK9 e PLTP),
cinco proteinas a fase aguda inflamatéria (SAALl, SAA4, HP, HPR e Orml),
uma proteina ao sistema complemento (C3), uma proteina antitrombotica
(apoH), quatro proteinas antioxidantes (APMAP, apoJ/ CLU, PON1 e PON3),
seis proteinas transportadoras (ALB, GC, IGFALS, RBP4, TF e TTR), cinco
inibidores de protease (AHSG, AMBP, CST3, A1AT e VTN), duas enzimas néo
envolvidas com o metabolismo lipidico (GLPD1 e PCYOX) e outras trés
proteinas com outra funcdo ou funcdo ainda pouco conhecida (apoL1, A1BG e
HBB) (Tabela 6).

Tabela 6: Proteinas selecionadas e quantificadas na proteémica da HDL; e
HDLg, divididas pela principal funcao.

Abreviatura Proteina Gene
METABOLISMO LIPIDICO
Apo(a) Apolipoproteina (a) LPA
ApoA-I| Apolipoproteina A-I APOA1l
ApoA-Il Apolipoproteina A-II APOA2
ApoA-IV Apolipoproteina A-1V APOA4
ApoA-V Apolipoproteina A-V APOAS
ApoB Apolipoproteina B APOB
ApoC-I Apolipoproteina C-I APOC1
Apo-C-ll Apolipoproteina C-lI APOC2
ApoC-lll Apolipoproteina C-llI APOC3
ApoC-IV Apolipoproteina C-IV APOC4
ApoD Apolipoproteina D APOD
ApoE Apolipoproteina E APOE
ApoF Apolipoproteina F ou proteina inibidora da transferéncia de APOF
lipides
ApoM Apolipoproteina M APOM
CETP Proteina de transferéncia de colesterol esterificado CETP
LCAT Lecitina colesterol aciltransferase LCAT
PCSK9 Pro-proteina convertase subtilisina-hexina tipo 9 PCSK9
PLTP Proteina de transferéncia de fosfolipides PLTP
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PROTEINA DE FASE AGUDA INFLAMATORIA

SAA1 Amiloide A sérico tipo 1 SAAl1
SAA4 Amiloide A sérico tipo 4 SAA4
HP Haptoglobina HP
HPR Proteina relacionada a haptoglobina HPR
Orml Alfa-1 glicoproteina acida 1 ou orosomucoide ORM1
VTN Vitronectina VTN
SISTEMA DO COMPLEMENTO
C3 Complemento C3 C3
ANTITROMBOTICO
ApoH Apolipoproteina H ou beta-2-glicoproteina 1 APOH
ANTIOXIDANTE
APMAP Proteina associada & membrana plasmética de adip6cito APMAP
ApoJ/ CLU Clusterina, apolipoproteina J ou glicoproteina-2 sulfatada CLU
Ponl Paraoxonase-1 PON1
Pon3 Paraoxonase-3 PON3
PROTEINAS TRANSPORTADORAS
Alb Albumina ALB
GC Proteina ligadora da vitamina D ou componente grupo GC
especifico
HBB Subunidade beta da hemoglobina HBB
IGFALS Subunidade acido-labil IGFALS
RBP4 Proteina ligante de retinol tipo 4 RBP4
TF Serotransferrina TF
TTR Transtirretina TTR
INIBIDORES DE PROTEASE
A1AT Alfa-1-antitripsina SERPINA1L
AHSG Glicoproteina alfa-2-Heremans-Schmid ou fetuina A AHSG
AMBP Precursor da alfal-microglobulina e da bicunina AMBP
CST3 Cistatina C CST3
VTN Vitronectina VTN
ENZIMAS NAO ENVOLVIDAS COM O METABOLISMO LIPIDICO
GPLD1 Fosfolipase D fosfatidilinositol-glicano-especifica ou Fosfolipase GPLD1
D1 glicosilfosfatidilinositol-especifica
PCYOX Prenilcisteina oxidase 1 PCYOX1
OUTRAS PROTEINAS
ApolL-l Apolipoproteina L-I APOL1
A1BG Glicoproteina alfa-1B A1BG
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4.2.2. Avaliacao da protedmica da HDL

A Figura 2 mostra o grafico de Volcano Plot com as diferencas entre as
abundancias das proteinas detectadas na HDL; entre individuos com DM1 e
controles. Houve diferenca entre individuos com DM1 e controles em 13
proteinas, sendo 10 (APMAP, apoB, apoC-l, apoC-ll, apoE, apoF, apoM,
complemento C3, GPLD1 e SAA4) mais abundantes em DM1 e trés (A1BG,
apoC-Ill e HBB) em controles. Os dados mais completos de todas as proteinas,

a acuricia e a validagao interna da analise estdo nos Anexos 2, 3 e 4.

Figura 2: Volcano Plot indicando a diferenca da abundéancia, em log,, de
proteinas detectadas na HDL, entre individuos com diabetes tipo 1 e

controles e significancia, em -logo.
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As proteinas estéo representadas pelos nomes dos genes que as codificam.

Abreviaturas: APMAP, proteina associada a membrana plasmatica de adipdcito; A1BG,
glicoproteina alfa-1B; CO3, complemento C3; GPLD1, fosfolipase D fosfatidilinositol-glicano-
especifica; HBB, subunidade beta da hemoglobina; SAA4, Amiloide A sérico tipo 4.
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A Figura 3 mostra a razdo de chances com intervalo de confianca de 95%
para associacdo da maior abundancia de proteinas da HDL, O grupo DM1
esteve mais associado com a maior abundancia de sete proteinas (C3, apoE,
APMAP, apoC-Il, apoB, GPLD-1 e PLTP). J& no grupo controle, a associacéo
foi com quatro proteinas (A1BG, TTR, HBB e apoC-lll).

DM1 Controles
C3 1 —e—i A1BG A 2
APOE A1 —eo—
APMAP 1 e o TTR A e
~
= [a)
% APOC2 1 e I
HBB o
APOB - o
GPLD14 [
APOC3 1 = 3
PLTP reH
T T T T 1 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Odds Ratio Odds Ratio

Figura 3. Razdo de chances com intervalo de confianca de 95% para a
associacdo de proteinas da HDL, com individuos com diabetes tipo 1 e

controles.

As proteinas estdo representadas pelos nomes dos genes que as codificam.

Abreviaturas: APMAP, proteina associada a membrana plasmética de adipécito; A1BG,
glicoproteina alfa-1B; C3, complemento C3; DM1, diabetes mellitus tipo 1; GPLD1, fosfolipase
D fosfatidilinositol-glicano-especifica; HBB, subunidade beta da hemoglobina; PLTP, proteina
de transferéncia de fosfolipides; TTR, transtirretina.

Os resultados da andlise discriminante evidenciaram que seis proteinas
(APMAP, apoC-ll, apoC-Illl, C3, HBB e PLTP) tiveram capacidade
discriminatoria na proteémica da HDL; entre individuos com DM1 e os controles
(Anexo 5).

4.2.3. Avaliacao da protedmica da HDL3

A Figura 4 mostra o grafico de Volcano Plot com as diferencas entre as
abundéancias de proteinas detectadas na HDLj3 entre individuos com DM1 e
controles. Um total de 33 peptideos representando proteinas ligadas a HDL 3 foi
diferente entre individuos com DM1 e controles, sendo que em 23 (APMAP,
apoA-I, apoA-Il, apoA-V, apoB, apoC-I, apoC-Il, apoC-III, apoC-1V, apoD, apoE,
apolL-l, apoM, CETP, GPLD1, HPHPR, PCSK9, PLTP, PON1, PON3, SAAL,
SAA4 e TF) foram mais abundantes em DM1 e dez (A1BG, AHSG, Alb, apoF,
apoH, CST3, GC, HBB, RBP4 e TTR), mais abundantes nos controles. Os
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dados mais detalhados de todas as proteinas, a acuracia e a validagéo interna
da analise estdo nos Anexos 5,6 e 7.

HDL; Volcano Plot
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Figura 4: Volcano Plot indicando a diferenca da abundéancia, em log,, de
proteinas detectadas na HDLj3; entre individuos com diabetes tipo 1 e

controles e significancia, em -logo.

As proteinas estdo representadas pelos nhomes dos genes que as codificam.

Abreviaturas: AHSG, Glicoproteina alfa-2-Heremans-Schmid ou fetuina A; ALB, albumina;
APMAP, proteina associada a membrana plasmatica de adipécito; apoH, apolipoproteina H ou
beta-2-glicoproteina 1; A1BG, Glicoproteina alfa-1B; CETP, Proteina de transferéncia de
colesterol esterificado; CST3, cistatina C; DM1, diabetes mellitus tipo 1; GC, proteina ligadora
da vitamina D ou componente grupo especifico; GPLD1, fosfolipase D fosfatidilinositol-glicano-
especifica; HBB, subunidade beta da hemoglobina; HPHPR, haptoglobulina ou proteina
relacionada a haptoglobina; PCSK9, pro-proteina convertase subtilisina-hexina tipo 9; PLTP,
proteina de transferéncia de fosfolipides; PON1, paraoxonase-1; PON3, paraoxonase-3; RBP4,
proteina ligante de retinol tipo 4; SAA1, Amiloide A sérico tipo 1; SAA4, Amiloide A sérico tipo
4; TF, transferrina; TTR, transtirretina.

A Figura 5 mostra a razdo de chances com intervalo de confianca de 95%
para associacdo da maior abundancia de proteinas da HDL3 no grupo DM1 ou
controles. O grupo DM1 estava mais associado com a maior abundancia de 17
proteinas (apoM, apoC-l, apoC-lll, SAA4, apoC-ll, HPHPR, PLTP, PCSKY9,
GPLD1, SAA4, apoB, TF, CETP, apoA-l, apoC-1V, LCAT e APMAP). Ja no
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grupo controle, a associagcdo foi com

A1BG, apoH, CST3).
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Figura 5: Razdo de chances com intervalo de confianca de 95% para a
associacao de proteinas da HDL3 com individuos com diabetes tipo 1 ou

controles

As proteinas estdo representadas pelos nomes dos genes que as codificam.

Abreviaturas: ALB, albumina; APMAP, proteina associada a membrana plasmatica de
adipdcito; apoH, apolipoproteina H ou beta-2-glicoproteina 1; A1BG, glicoproteina alfa-1B;
CETP, proteina de transferéncia de colesterol esterificado; CST3, cistatina C; GC, proteina
ligadora da vitamina D ou componente grupo especifico; GPLD1, fosfolipase D fosfatidilinositol-
glicano-especifica; HBB, subunidade beta da hemoglobina; HPHPR, haptoglobulina ou proteina
relacionada a haptoglobina; LCAT, lecitina colesterol aciltransferase; PCSK9, pré-proteina
convertase subtilisina-hexina tipo 9; PLTP, proteina de transferéncia de fosfolipides; SAAL,
amiloide A sérico tipo 1; SAA4, amiloide A sérico tipo 4; TF, transferrina.

Os resultados da andlise discriminante
HBB, APMAP, LCAT e PCSK9 tiveram capacidade
discriminatdria na proteémica da HDL3 entre individuos com DM1 e os controles
(Anexo 9).

indicaram que apenas as

proteinas apoA-I,

4.3. HDL-colesterol e protedmica da HDL, e HDL 3

Testes de correlacdo foram realizados entre a concentracdo de HDL-c e
as proteinas encontradas na proteémica da HDL, e HDL3 (Tabela 7). Para a
HDL,, houve correlagdo significante entre a abundancia de cinco proteinas
(negativas: apoB e Lp(a); positivas: PLTP, PON1 e A1AT) com a concentracao
de HDL-c em individuos com DM1 e de cinco proteinas (negativa: apoF;
positivas: apoA-l, GPLD1, PLTP e PON1) no grupo controle. Somente duas
proteinas tiveram correlagcdo semelhante nos grupos DM1 e controle (PLTP,

Ponl). Para a HDL3, a abundancia de trés proteinas (C3, IGFALS e PON1,
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todas positivas) se correlacionou significantemente com a concentragdo de
HDL-c em individuos com DM1 e de oito proteinas (negativas: AMBP, apoF e
apoH; positivas: C3, CLU, IGFALS, LCAT e PON1) no grupo controle. Somente
duas proteinas tiveram correlacdo semelhante nos grupos DM1 e controle (C3

e IGFALS). A PONL1 teve correlagdo boa no grupo controle, mas fraca no grupo
DM1.

Tabela 7: Coeficientes de correlacdo de Pearson entre HDL-colesterol e

proteinas encontradas nas HDL, e HDL3 de individuos com diabetes tipo 1

e controles.

Proteinas

DM1
(n=50)

Controles
(n=30)

Proteinas — HDL,

ALAT 0,280 (0,049)
ApoA-I 0,409 (0,025)
ApoB -0,323 (0,022)
ApoF -0,412 (0,024)
GPLD1 0,372 (0,043)
LPA -0,310 (0,029)
PLTP 0,336 (0,017) 0,483 (0,007)
PON1 0,375 (0,007) 0,390 (0,033)

Proteinas — HDL3

AMBP -0,444 (0,014)
ApoF -0,414 (0,023)
ApoH -0,363 (0,049)
c3 0,408 (0,003) 0,441 (0,015)
CLU 0,426 (0,019)
IGFALS 0,452 (0,001) 0,401 (0,028)
LCAT 0,420 (0,021)
PON1 0,280 (0,049) 0,520 (0,003)

Teste de correlagcdo de Pearson. Coeficiente de correlagdo de Pearson (r) e significancia (P).
Abreviaturas: AL1AT, alfa-l-antitripsina; AMBP, precursor da alfa-1-microglobulina e da
bicunina; C3, complemento C3; CLU, clusterina ou apolipoproteina J; GPLD1, fosfolipase D
fosfatidilinositol-glicano-especifica; IGFALS, subunidade acido-labil; LCAT, lecitina colesterol
aciltransferase; LPA, apolipoproteina(a); PLTP, proteina de transferéncia de fosfolipides;
PON1, paraoxonase-1; TTR, transtirretina.
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4.4. Interferéncia de outras varidveis na protedmica da HDL em
individuos com DM1

4.4.1. Hipertenséo arterial

As diferencas da protedmica da HDL, e HDL3 quanto a presenca ou nao
de HAS estdo resumidas na Tabela 8. Para a avaliagcdo na HDL,, quatro
proteinas (A1BG, AMBP, Lp(a) e PCSK9) foram mais abundantes em
individuos com HAS. Ja na HDL3;, a AMBP, a apoH e a RBP4 foram mais
abundantes em individuos com HAS e somente a ApoE mostrou-se menos

abundante neste subgrupo.

Tabela 8: Comparacdo dos proteomas da HDL, e HDL3 em individuos com
diabetes tipo 1 quanto a presenca de hipertenséao arterial.

Proteinas HAS HAS Teste de
Ausente Presente Mann-Whitney
(n=29) (n=21)
Mediana 25% 75% Mediana 25% 75% P
HDL,
A1BG 6,47 6,18 6,75 6,78 6,54 7,00 0,008
AMBP 5,28 5,12 5,65 5,63 5,31 5,93 0,003
Lp(a) 8,33 8,06 8,60 8,70 8,40 8,83 0,013
PCSK9 6,70 6,31 6,81 6,99 6,68 7,15 0,013
HDL,
AMBP 7,78 7,44 8,06 8,08 7,89 8,30 0,016
ApoE 9,03 8,91 9,12 8,83 8,73 8,99 0,010
ApoH 8,34 8,11 8,53 8,51 8,33 8,69 0,036
RBP4 8,54 8,32 8,60 8,60 8,54 8,72 0,045

Mediana e percentis 25 e 75 da abundéancia das proteinas, em log,,, Teste modificado de
Wilcoxon.
Abreviaturas: AMBP, precursor da alfa-1-microglobulina e da bicunina; A1BG, glicoproteina
alfa-1B; HAS, hipertensao arterial; Lp(a), apolipoproteina(a); PCSK9, pré-proteina convertase
subtilisina-hexina tipo 9; RBP4, proteina ligante de retinol tipo 4.
4.4.2. Controle glicémico

O controle glicémico dos individuos com DM1 se associou com diferencas
na abundancia de varias proteinas na HDL, e HDL3 (Tabela 9). A avaliacdo da
protedmica da HDL, demonstrou que as proteinas APMAP, ApoB, ApoC-I, C3 e
SAA4 foram mais abundantes em individuos com pior controle glicémico
(HbAlc >8,5%) e apenas a IGFALS foi menos abundante neste grupo. Na

avaliacdo da protedmica da HDLj3, 12 proteinas (APMAP, apoA-l, apoA-Il,
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apoA-V, apoC-l, apoC-Il, apoC-lll, apoD, apoM, HPHPR, PCSK9 e SAA4)
foram mais abundantes em individuos com pior controle glicémico (HbAlc
>8,5%) e oito proteinas (A1AT, A1BG, Alb, apoF, GC, HBB, RBP4, TTR) foram

mais abundantes em individuos com melhor controle glicémico (HbAlc <8,5%).

Tabela 9: Comparacdo dos proteomas da HDL, e HDL3 em individuos com
diabetes tipo 1 quanto ao controle glicémico.

HbAlc
Proteinas <8,5% >8,5% P
(n=29) (n=21)

HbAlc (%) 5,7 (5,3-7,4) 9,5(9,0-11,0) 0,000
HDL,

APMAP 7,62 (7,29-7,73) 7,93 (7,66-8,14) 0,002
ApoB 8,36 (8,04-8,54) 8,71 (8,42-8,97) 0,003
ApoC-I 9,96 (9,89-10,04) 10,07 (9,99-10,10) 0,044
C3 6,90 (6,69-7,14) 7,29 (6,90-7,53) 0,003
IGFALS 5,72 (5,16-6,62) 5,56 (4,73-5,96) 0,047
SAA4 9,23 (9,08-9,32) 9,34 (9,13-9,42) 0,041
HDL;

A1AT 10,12 (9,94-10,22) 9,97 (9,64-10,14) 0,007
A1BG 7,82 (7,61-8,02) 7,56 (7,37-7,86) 0,043
Alb 10,31 (10,05-10,63) 9,97 (9,73-10,28) 0,009
APMAP 7,21 (6,48-7,75) 7,79 (7,47-7,98) 0,000
ApoA-| 10,95 (10,64-11,06) 11,05 (10,96-11,12) 0,009
ApoA-Il 9,81 (9,49-10,05) 10,10 (9,95-10,24) 0,000
ApOA-V 7,63 (7,40-7,80) 7,74 (7,62-7,88) 0,018
ApoC-l 9,55 (9,25-9,76) 9,64 (9,58-9,79) 0,035
ApoC-II 9,22 (8,86-9,35) 9,37 (9,22-9,45) 0,019
ApoC-lli 9,51 (9,15-9,67) 9,68 (9,48-9,85) 0,008
ApoD 9,61 (9,40-9,85) 9,83 (9,65-9,91) 0,005
ApoF 9,33 (9,04-9,70) 9,07 (8,80-9,16) 0,016
ApoM 9,29 (9,15-9,49) 9,48 (9,41-9,54) 0,001
GC 8,17 (7,87-8,40) 7,66 (7,26-8,09) 0,007
HBB 7,61 (7,36-7,99) 7,36 (9,07-7,55) 0,002
HPHPR 7,80 (7,60-8,05) 8,02 (7,92-8,23) 0,019
PCSK9 7,31 (6,96-7,55) 7,46 (7,34-7,56) 0,015
RBP4 8,60 (8,50-8,74) 8,56 (8,26-8,60) 0,041
SAA4 8,97 (8,79-9,22) 9,22 (9,02-9,43) 0,001
TTR 9,05 (8,95-9,13) 8,86 (8,69-9,00) 0,001
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Mediana e percentis 25 e 75 da abundancia das proteinas, em log,,, Teste de Mann-Whitney.
Abreviaturas: A1AT, alfa-1-antitripsina; A1BG, glicoproteina alfa-1B; Alb, albumina; APMAP,
proteina associada a membrana plasmatica de adipdcito; C3, complemento C3; GC, proteina
ligadora da vitamina D ou componente grupo especifico; HBB, subunidade beta da
hemoglobina; HPHPR, haptoglobulina ou proteina relacionada a haptoglobina; IGFALS,
subunidade &cido-labil; PCSK9, pré-proteina convertase subtilisina-hexina tipo 9; RBP4,
proteina ligante de retinol tipo 4; SAA4, Amiloide A sérico tipo 4; TTR, transtirretina.

4.4.3. Uso de estatina

Em relacédo a categorizacdo quanto ao uso de estatina, observou-se maior
abundancia de C3, HBB e LPA na HDL, e menor abundéncia da apoM,
IGFALS e PON3 na HDL; (Tabela 10).

Tabela 10: Comparacdo dos proteomas da HDL, e HDL3 em individuos
com diabetes tipo 1 quanto ao uso da estatina.

Uso de estatina

Proteinas Ausente Presente P
(n=30) (n=20)

HDL,

C3 6,93 (6,84-7,20) 7,29 (6,98-7,55) 0,022
HBB 6,09 (5,37-6,57) 6,65 (6,36-6,92) 0,004
Lp(a) 8,28 (7,97-8,49) 8,70 (8,53-8,91) 0,000
HDL,

ApoM 9,52 (9,44-9,60) 9,44 (9,36-9,48) 0,020
IGFALS 7,11 (6,80-7,29) 6,54 (6,19-7,08) 0,035
PON3 7,64 (7,40-7,82) 7,49 (7,28-7,56) 0,018

Mediana e percentis 25 e 75 da abundancia das proteinas, em log,o, Teste de Mann-Whitney

Abreviaturas: C3, complemento C3; HBB, subunidade beta da hemoglobina;

subunidade acido-l1abil ; Lp(a): apolipoproteina(a); PON3, paraoxonase-3.

4.4.4. Neuropatia autonémica cardiovascular

IGFALS,

A presenca da NAC esteve associada a maior abundancia de AMBP,
ApoB, Lp(a), Orml e TTR na HDL; e menor abundancia da CLU, HBB e PON3
na HDLj3 de individuos com DM1 (Tabela 11).
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Tabela 11: Comparacdo dos proteomas da HDL, e HDL3 em individuos

com diabetes tipo 1 quanto a neuropatia autonémica cardiovascular.

NAC

Proteinas Ausente Presente P
HDL,

AMBP 5,31 (5,16-5,62) 5,80 (5,43-6,10) 0,007
ApoB 8,42 (8,16-8,80) 8,69 (8,48-9,02) 0,048
Lp(a) 8,45 (7,98-8,68) 8,71(8,36-8,91) 0,027
Orml 5,57 (5,03-5,96) 5,94 (5,54-6,44) 0,034
TTR 7,67 (7,33-7,83) 7,82 (7,53-7,97) 0,044
HDL,

CLU 8,70 (8,47-8,78) 8,53 (8,44-8,64) 0,024
HBB 7,39 (7,29-7,50) 7,27 (7,09-7,47) 0,045
PON3 7,64 (7,51-7,80) 7,35(7,28-7,49) 0,001

Mediana e percentis 25 e 75 da abundancia das proteinas, em logy,, Teste de Mann-Whitney.
Abreviaturas: AMBP, precursor da alfa-1-microglobulina e da bicunina; CLU - clusterina ou
apolipoproteina J; HBB, subunidade beta da hemoglobina; LPA: apolipoproteina(a); NAC —
neuropatia autondmica cardiovascular; Orml — alfa-1 glicoproteina acida 1 ou orosomucoide;
PON3, paraoxonase-3; TTR: transtirretina

4.5. Protedmica da HDL e risco cardiovascular estimado em individuos
com DM1

Na avaliacdo de correlacdo entre os dados da protedbmica da HDL, e o
risco cardiovascular em dez anos, o A1BG teve correlacao positiva fraca com o
risco pelo QRISK3; o AMBP, correlacao positiva fraca com ambos 0s riscos; e

a apoE, correlacéo negativa fraca com ambos as calculadoras (Tabela 12).

Tabela 12: Correlac&o de risco cardiovascular em dez anos e dados da
protedbmica da HDL, em individuos com diabetes tipo 1.

Proteina Steno T1 P QRISK3 P
Engine

A1BG r=0,447 0,002

AMBP r=0,280 0,048 r=0,365 0,012

ApoE r=-0,357 0,011 r=-0,309 0,035

Teste de correlacéo de Pearson. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e significancia (P).
Abreviaturas: AMBP, precursor da alfa-1-microglobulina e da bicunina; A1BG, glicoproteina
alfa-1B.

Com relagéo a proteémica da HDL3, O risco cardiovascular em dez anos
pelo Steno T1 Engine apresentou correlacdo positiva fraca com a AHSG,

AMBP e apoH e negativa fraca com apoC-I, apoE, apoL-l e HPR. Ja o risco
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pelo QRISK teve correlacdo fraca e positiva com oito proteinas (A1BG, AHSG,
ALB, AMBP, apoA-1V, apoH, RBP4 e TTR) e negativa fraca com quatro
proteinas (apoC-Il, apoE, apoL-I e apoM) (Tabela 13).

Tabela 13: Correlac&o de risco cardiovascular em dez anos e dados da
protedmica da HDL3; em individuos com diabetes tipo 1.

Proteina Steno T1 P QRISK3 P
Engine

A1BG 0,341 0,019
AHSG 0,280 0,048 0,344 0,018
Alb 0,353 0,015
AMBP 0,430 0,002 0,483 0,001
ApoA-IV 0,338 0,02
ApoC-l -0,408 0,003 -0,441 0,002
ApoE -0,382 0,006 -0,462 0,001
ApoH 0,292 0,04 0,436 0,002
ApoL-I -0,368 0,009 -0,446 0,002
ApoM -0,342 0,019
HPR -0,295 0,04

RBP4 0,414 0,004
TTR 0,438 0,002

Teste de correlagédo de Pearson. Coeficiente de correlacéo de Pearson (r) e significancia (P).
Abreviaturas: AHSG, glicoproteina alfa-2-Heremans-Schmid ou fetuina A; Alb, albumina;
AMBP, precursor da alfa-1-microglobulina e da bicunina; A1BG, glicoproteina alfa-1B; A2M,
alfa-2-macroglobulina; HPR, proteina relacionada a haptoglobina; RBP4, proteina ligante de
retinol tipo 4; TTR, transtirretina.

4.6. Avaliacdao da rigidez arterial - velocidade de onda de pulso
carotideo-femoral (VOP) e da funcdo endotelial — dilatacdo mediada por
fluxo (VMF)

4.6.1. Testes de funcéo vascular em individuos com DM1 e controles

Um total de 30 individuos com DM1 e 30 controles realizaram testes de
VOP e de VMF apés hiperemia reativa. Somente o grupo DM1 foi submetido a
etapa de uso do nitrato no teste de VMF.

Os individuos com DM1 apresentaram VOP carotideo-femoral maior do
que os controles (P<0,01). Na avaliacdo da fungcdo endotelial, ndo havia
diferenca de diametro basal da artéria braquial, mas a VMF ap0s hiperemia
reativa foi menor no grupo DM1 em comparagdo aos controles (P = 0,047)
(Tabela 14).
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Tabela 14: Funcédo endotelial e rigidez arterial em individuos com diabetes

tipo 1 e controles.

Teste de funcao vascular DM1 Controles P
(n=30) (n=30)
VOP (m/s) 7,7 (6,9-8,4) 6,7 (6,1-7,3) 0,008
Diametro da artéria braquial 3,77 (3,2-4,3) 3,72 (3,26 —4,48) 0,781
basal (mm)
VMF apés hiperemia reativa (%) 2.69 (-0,07-8,59) 7,38 (2,68-9,69) 0,047
VMF apés uso do nitrato (%) 18,42 (14,08-24,61) -

Mediana (percentil 25- percentil 75), Teste de Mann-Whitney.
Abreviaturas: DM1: diabetes tipo 1; VOP: velocidade de onda de pulso; VMF: vasodilatacédo
mediada por fluxo

4.6.2. Testes de funcdo vascular e fatores que interferem no risco
cardiovascular em individuos com DM1

O controle glicémico avaliado por meio da HbAlc, a HAS, o uso de
estatina e a NAC foram avaliados quanto a sua interferéncia nos resultados
dos testes vasculares. Nao houve diferenca dos resultados dos testes
vasculares entre individuos com DM1 com melhor ou pior controle glicémico,

com base nos valores de HbAlc abaixo ou acima de 8,5% (Tabela 15).

Tabela 15: Efeito do controle glicémico sobre os testes de funcao
vascular dos individuos com diabetes tipo 1.

HbAlc
Variavel <8,5% >8,5% P
HbALC (%) 57(5,374)  95(9,011,0) 0,000

Teste de funcéo vascular
VOP (m/s) 7,0 (6,4-7,9) 7,8 (6,9-8,1) 0,307
VMF apés hiperemiareativa (%) 5,0 (1,6-9,4) 1,8 (-0,3-10,5) 0,161
VMF apds uso do nitrato (%) 19,9 (14,1-25,0) 17,6 (14,3-218,4) 0,207
Mediana (percentil 25- percentil 75), Teste de Mann-Whitney.

Abreviaturas: HbAlc — hemoglobina glicada, VOP - velocidade de onda de pulso; VMF -
vasodilatagdo mediada por fluxo

Os individuos com DM1 e HAS apresentaram VOP maior do que aqueles
sem HAS, mas ndo houve diferenca quanto a VMF apos hiperemia reativa e
apos uso do nitrato (Tabela 16). O mesmo padrdo ocorreu com 0 uso de
estatina (Tabela 17). Quanto a presenca ou ndo de NAC, nédo foi encontrada
diferenca nos resultados dos testes vasculares (Tabela 18). A concentracao de
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HDL-c n&o teve associacdo com os testes de funcéo vascular. Regressao
linear multivariada foi realizada e demonstrou que nem a HAS e nem a
dislipidemia, representada pelo uso da estatina, ndo foram variaveis

independentes para rigidez arterial nesta casuistica.

Tabela 16: Efeito da hipertensdo arterial sobre os testes de funcao
vascular dos individuos com diabetes tipo 1.

Hipertensdo arterial
Teste de funcgao vascular Ausente Presente P
VOP (m/s) 7,2 (6,4-8,1) 8,6 (7,8-9,7) 0,002
VMF apds hiperemiareativa (%) 2,0(-0,3-7,4) 3,0(0,9-11,7) 0,300
VMF apés uso do nitrato (%) 19,4 (13,6-26,6) 18,0 (15,1-23,9) 0,788

Mediana (percentil 25- percentil 75), Teste de Mann-Whitney.
Abreviaturas: VOP - velocidade de onda de pulso; VMF - vasodilatagdo mediada por fluxo

Tabela 17: Uso de estatina e testes de funcao vascular dos individuos
com diabetes tipo 1.

Uso de estatina
Teste de funcgao vascular Ausente Presente P
VOP (m/s) 7,0 (646-7,8) 8,4 (7,5-9,1) 0,004
VMF apés hiperemia reativa (%) 2,8 (0,0-7,4) 1,5(-0,3-10,0) 0,849
VMF apés uso do nitrato (%) 19,4 (17,6-21,8) 16,0 (12,2-25,0) 0,542

Mediana (percentil 25- percentil 75), Teste de Mann-Whitney.
Abreviaturas: VOP - velocidade de onda de pulso; VMF - vasodilatagdo mediada por fluxo

Tabela 18: Neuropatia autondmica cardiovascular e testes de funcao
vascular dos individuos com diabetes tipo 1.

Neuropatia autonémica cardiovascular

Teste de funcgao vascular Ausente Presente P
VOP (m/s) 7,4 (6,6-8,1) 8,2 (7,6-8,5) 0,196
VMF apés hiperemia reativa (%) 2,6 (0,6-5,5) 8,6 (0,0-11,5) 0,428

VMF apés uso do nitrato (%) 18,0 (12,6-21,8) 21,3 (16,8-25,0) 0,276

Mediana (percentil 25- percentil 75), Teste de Mann-Whitney.
Abreviaturas: VOP - velocidade de onda de pulso; VMF - vasodilatagdo mediada por fluxo
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4.6.3. Testes de funcédo vascular e risco cardiovascular estimado em
individuos com DM1

Os testes de correlacdo entre o0s testes vasculares e 0 risco
cardiovascular em dez anos estimado por duas ferramentas disponiveis (Steno
T1 Engine Risk e QRISK3) evidenciaram correlacéo positiva entre a VOP e 0s
riscos de ambas as ferramentas. Houve correlagdo moderada da VOP com a
avaliacao de risco cardiovascular pelo QRISK3 e fraca com o Steno T1 Engine.
N&o houve correlacdo da VMF com os riscos de ambas as calculadoras
(Tabela 19).

Tabela 19: Correlacdo de risco cardiovascular em dez anos e testes de
funcédo vascular em individuos com diabetes tipo 1.

Teste de funcdo vascular Steno T1 P QRISK3 P
Engine
VOP (m/s) 0,434 0,019 0,557 0,002
VMF apés hiperemia reativa -0,204 0,279 -0,238 0,223

(%)
Teste de correlacéo de Pearson. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e significancia (P).
Abreviaturas: VOP - velocidade de onda de pulso; VMF - vasodilatagdo mediada por fluxo

4.7. Testes de Funcao vascular e protedmica da HDL, e HDL3 no grupo

controle e DM1

Foi realizado teste de correlacdo entre os dados da proteémica da HDL, e
HDL; e os testes vasculares de individuos com DM1 e controles (Tabelas 20 e
21).

Na avaliagcdo da VOP e da protedmica da HDL, em DM1, a PCSK9 e a
apoL-I tiveram correlacdo boa, sendo a primeira positiva e a segunda negativa.
Cinco proteinas (A1BG, apoA-Il, apoB, apo(a) e SAA4) tiveram correlacdo
positiva fraca com o VOP, e apenas a CLU apresentou correlagdo negativa
fraca. Quanto a variacado da VMF apdés hiperemia reativa, a apoA-1 e a PCYOX
tiveram correlacdo positiva fraca. Apdés o uso do nitrato, a A1AT, apoA-IV,
apoF, clusterina (CLU), PCSK9 e VTN tiveram correlagédo negativa fraca com a
VMF, e somente a IGFALS apresentou correlacao fraca e positiva (Tabela 20).
No grupo controle, a HBB e Orml tiveram correlagdo negativa fraca com a
VOP. Nenhuma proteina se correlacionou com os dados da VMF (Tabela 21).
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Tabela 20: Correlagédo entre funcdo vascular e proteébmica da HDL, em
individuos com diabetes tipo 1.

VMF apoés .
DM1 HDL, VOP hiperemia V'Vc'iF apos uso
- 0 nitrato
reativa
r r=-0,47
A1AT
P 0,013
r r=0,49
A1BG
P 0,007
r r=0,41
ApoA-I
P 0,023
r r=0,49
ApoA-II
P 0,007
ApOA- r r=-0,40
v P 0,038
r r=0,41
ApoB
P 0,027
r r=-0,44
ApoF
P 0,023
r r=-0,60
ApolL-I
P 0,001
r r=-0,39 r=-0,39
CLU
P 0,038 0,042
r r=0,43
IGFALS
p 0,026
Lp(a) r r=0,46
a
P P 0,013
r r=0,51 r=-0,43
PCSK9
P 0,005 0,027
r r=0,36
PCYOX
P 0,049
r r=0,43
SAA4
P 0,020
r r=-0,39
VTN
P 0,042

Correlacdo de Spearman, expressa em coeficiente de correlacdo (r). A significancia da
correlacao é expressa em valor de P.

Abreviaturas: A1AT, alfa-1-antitripsina; A1BG, Glicoproteina alfa-1B; CLU, clusterina ou
apolipoproteina J; DM1, diabetes tipo 1; IGFALS, subunidade 4&cido-labil; LPA,
apolipoproteina(a); PCSK9, pro-proteina convertase subtilisina-hexina tipo 9; PCYOX,
prenilcisteina oxidase 1; SAA4, Amiloide A sérico tipo 4; VOP, velocidade de onda de pulso;
VMF, vasodilatacao mediada por fluxo
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Tabela 21: Correlagédo entre funcdo vascular e proteébmica da HDL, em
controles.

VMF apos VMF apos
CONTROLES - HDL» VOP hiperemia uso do
reativa nitrato
r r=-0,378
HBB
P 0,039
r r=-0,388
Orml
P 0,034

Correlacdo de Spearman, expressa em coeficiente de correlacdo (r). A significancia da
correlacao é expressa em valor de P.

Abreviaturas: HBB, subunidade beta da hemoglobina; ORM1, alfa-1 glicoproteina acida; VOP,
velocidade de onda de pulso; VMF, vasodilatacdo mediada por fluxo

Para a avaliagcdo de correlacdo da VOP e dos dados da prote6mica da
HDL3 nos individuos com DM1, a CLU teve correlacdo negativa boa. Um total
de nove proteinas (A1AT, apoA-l, apoE, apolL-1, complemento C3, HBB,
IGFALS, LCAT e PONL1) teve correlagdo negativa fraca com o VOP. Quanto a
variacdo da VMF apoés hiperemia reativa e ap6s uso de nitrato, a GPLD1 teve
correlacdo negativa fraca (Tabela 22).

No grupo controle, a apoC-IV, CETP, RBP4 tiveram correlacdo fraca com
o VOP, sendo que a apoC-lV teve correlagcédo negativa e as demais, positiva. A
CETP também se correlacionou com VMF ap6s a hiperemia reativa, com
correlacdo negativa (Tabela 23). A avaliacdo de VMF ap6s uso do nitrato ndo
foi realizada em controles por ocasionar hipotenséo arterial em individuos com

a producdo supostamente integra de NO.
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Tabelas 22: Correlagdo entre funcao vascular e protebmica da HDL3 em
individuos com diabetes tipo 1.

VMF apos VMF apoés
DM1 - HDL3 VOP hiperemia uso do
reativa nitrato
r r=-0,38
A1AT
P 0,044
r r=-0,38
ApoA-I|
P 0,042
r r=-0,40
ApoE
P 0,032
r r=-0,44
ApolL-I
P 0,018
r r=-0,48
C3
P 0,009
r r=-0,51
CLU
P 0,005
r r=-0,42
GPLD1
P 0,021
r r=-0,38
HBB
P 0,044
r r=-0,47
IGFALS
P 0,011
r r=-0,49
LCAT
P 0,008
r r=-0,47
PON1
P 0,010

Correlacdo de Spearman, expressa em coeficiente de correlacdo (r). A significancia da
correlacdo é expressa em valor de p.

Abreviaturas: A1AT, alfa-l-antitripsina; C3, complemento C3; CLU, clusterina ou
apolipoproteina J; DM1, diabetes tipo 1; GPLD1, fosfolipase D fosfatidilinositol-glicano-
especifica; HBB, subunidade beta da hemoglobina; IGFALS, subunidade acido-labil; LCAT,
lecitina colesterol aciltransferase; NR, néo realizado; PON1, paraoxonase-1; VMF,
vasodilatagdo mediada por fluxo; VOP, velocidade de onda de pulso.
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Tabela 23: Correlacdo entre funcdo vascular e proteémica da HDL3; em
controles.

CONTROLES - HDL3 VOP o VMF ap6s VMF ap6s
peremia reativa uso do nitrato

r r=-0,364 NR
ApoC-IV

P 0,048

r r=0,384 -0,374 NR
CETP

P 0,036 0,046

r r=0,380 NR
RBP4

P 0,038

Correlacdo de Spearman, expressa em coeficiente de correlacdo (r). A significancia da
correlacao é expressa em valor de p.

Abreviaturas: CETP, Proteina de transferéncia de colesterol esterificado; RBP4, proteina
ligante de retinol tipo 4; VMF, vasodilatagdo mediada por fluxo; VOP, velocidade de onda de
pulso.

4.8. Efluxo de **C-colesterol de macréfagos mediado pelas subfracdes
da HDL

Na avaliagdo caso-controle, foram avaliadas amostras de 44 individuos
com DM1 e 28 controles ndo houve diferenca de efluxo de **C-colesterol por 24
horas entre os individuos com DML1 e os controles, apds a incubacgao tanto com
a HDL, quanto com a HDL3 (Tabela 24).

Tabela 24: Efluxo de #C-colesterol de macréfagos em individuos com
diabetes tipo 1 e controles.

Efluxo de *C-colesterol  Diabetes tipo 1 Controles P
de macrofagos n =44 n =28
HDL, 24,1(18,0-30,2) 22,1 (185-257) 0,36
HDL 18,8 (14,8-24,4) 18,5 (16,1 —22,6) 0,62

Mediana (percentil 25 — percentil 75), Teste de Mann Whitney.

N&o houve correlacdo das variaveis clinicas, laboratoriais e dos
resultados dos testes vasculares com a %EC tanto em individuos com DM1
quanto em controles, com excec¢do da albuminuria que teve correlacdo fraca e
negativa (r = -0,339; P = 0,02) com a %EC pela HDL, em individuos com DM1
(Anexos 10 e 11).
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Testes de correlacdo dos dados da protedmica da HDL, e HDL3 com a
%EC em individuos com DM1 e em controles foram realizados. Para o0s
individuos com DM1, nenhuma proteina da HDL, teve correlacdo com a %EC.
Quanto a HDLg, trés proteinas se correlacionaram negativamente com a %EC:
A1AT (r = -0,332; P = 0,026), GC (r =-0,321; P =0,031) e TF (r =-0,311; P =
0,037). No grupo controle, somente a proteina RBP4 na HDL, teve correlagcéo
com a %EC (r = 0,46; P = 0,015). Quanto as proteinas da HDL3, oito se
correlacionaram negativamente com a %EC: A1BG (r = -0,414; P = 0,026),
AHSG (r =-0,481; P = 0,008), apoF (r=-0,461; P =0,012), apoH (r =-0,458; P
= 0,012), CST3 (r = -0,378; P = 0,043), GC (r = -0,46; P = 0,012), RBP4 (r = -
0,434; P =0,019) e TTR (r = -0,596; P = 0,001).
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5. DISCUSSAO

As HDL sé&o inversamente associadas ao risco cardiovascular, embora as
métricas classicas utilizadas na préatica clinica, como determinacdo da
concentracdo de HDL-c e apoA-l, possam nao refletir sua ampla gama de
acOes que protegem contra a aterosclerose. Modificacdes quimicas da HDL e
no contetdo de proteinas e subespécies lipidicas transportadas por estas
lipoproteinas podem modular sua funcionalidade. No presente estudo avaliou-
se a prote6bmica das subfragdes da HDL, e HDL3; em individuos portadores de
DM1 e controles ndo portadores de DM e sua associacdo com marcadores de
risco cardiovascular e capacidade de remover colesterol de macréfagos.

Os resultados evidenciaram concentracdo de HDL-c semelhante e
menores concentracbes de TG, LDL-c e de colesterol total em DM1,
comparados aos controles. Apesar de o perfil lipidico do grupo DM1 parecer
mais favoravel para risco de DCV, os marcadores de aterosclerose subclinica,
como maior rigidez arterial e menor vasodilatacdo mediada por NO, foram mais
proeminentes nestes individuos.

A casuistica do presente estudo foi, predominantemente, de adultos
jovens com mediana de idade de 34 anos. A maioria dos estudos que avaliou
rigidez arterial em DM foi conduzida em individuos com DM2. Os estudos que
avaliaram a rigidez arterial em individuos com DM1 foram realizados
principalmente em criangas, com resultados e métodos distintos de avaliacéo
(42,44,143). Os resultados relativos a rigidez arterial obtidos neste estudo
corroboram 0s outros estudos realizados com individuos com idades
semelhantes a da presente casuistica, o qual evidenciou associacdo de maior
VOP com biomarcadores inflamatérios em DM1 (56).

Os achados de VOP e VMF apés hiperemia reativa estdo de acordo com
os resultados de uma meta-analise (144), indicando maior risco cardiovascular
dos individuos com DM1. A concomitancia de outros fatores de risco
cardiovascular, como a HAS e a dislipidemia, associou-se a maior rigidez
arterial, mas néo a disfuncéo endotelial. O pior controle glicémico, representado

pela HbAlc >8,5%, foi associado a maior prevaléncia de retinopatia e maior
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albumindria, mas com mediana dentro do valor de normalidade. No entanto,
nNao se associou a piores resultados nos testes vasculares. Cabe aqui reforcar
que o atual estudo é transversal e a HbAlc representa a média glicémica dos
altimos trés meses.

As ferramentas mais utilizadas de estimativa de risco cardiovascular na
pratica clinica, como o escore de risco global de Framingham e a calculadora
de risco do American College of Cardiology/ American Heart Association, foram
desenvolvidas para a populacdo geral. Foram utilizadas duas ferrramentas que
possibilitam, de forma mais especifica, a avaliacdo de risco cardiovascular em
individuos com DM1 e estas indicaram correlacao significativa de maior risco
cardiovascular em dez anos com maior rigidez arterial e com menor VMF. Um
estudo havia indicado correlacdo entre a VOP com o risco cardiovascular
calculado pela Steno T1 Engine (145). Estudos longitudinais sdo necessarios
para avaliar a relagdo entre o VOP e eventos cardiovasculares em individuos
com DM1.

No estudo de Liatis e cols (2011), demonstrou-se associacdo da funcao
autondmica cardiovascular, especialmente a atividade parassimpatica, com a
rigidez arterial de individuos com DM1 (146). Na presente casuistica, ndo se
evidenciou associacdo de NAC com os resultados dos testes vasculares.

A dislipidemia é um importante e bem conhecido fator de risco
cardiovascular, mas, na maioria dos casos, o perfil lipidico (HDL-c, LDL-c e
trigliceridemia) dos individuos com DM1 ndo apresenta grandes alteracfes
quantitativas. A insulina é o principal modulador fisiolégico do metabolismo
lipidico nos compartimentos plasmatico e tecidual, pois modula a expressao de
varios genes e a atividade de enzimas que metabolizam TG e &cidos graxos. A
insulinoterapia é o principal tratamento em DM1 e, ao estimular a sintese e a
atividade da LPL, favorece a reducao da trigliceridemia e a elevagédo do HDL-c.
Sabe-se que o0 aumento do HDL-c é um fator protetor contra a aterosclerose.
No entanto, ha evidéncias que os individuos com DM1 apresentam maior risco
de eventos cardiovasculares mesmo com a concentracdo de HDL-c dentro ou
acima dos valores de referéncia (29,147). Neste estudo, a concentracdo de
HDL-c ndo se associou as variaveis dos testes vasculares. Isto reforca a

hipotese de que nos individuos com DM1, a menor protecdo conferida pela
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HDL contra eventos cardiovasculares seja mais relacionada a uma HDL
disfuncional do que a quantidade de colesterol na HDL.

O presente estudo é inovador pela analise individualizada da prote6mica
das subfracées HDL, e HDLg3, incluindo a maior casuistica de prote6bmica da
HDL em um estudo caso-controle envolvendo DM1. Os dados brutos da
protedbmica, advindos da MS, foram armazenados no Mass Spectrometry
Interactive Virtual Environment (MassIVE), que € um banco de dados unificado,
desenvolvido pelo Center for Computational Mass Spectrometry (Universidade
da Califérnia — San Diego, EUA) para promover o intercambio livre e global de
dados de espectrometria de massa (148). A Tabela 25 compara os resultados
obtidos de protedmica da HDL com outros dois estudos. Foram selecionados
peptideos que representam 45 proteinas na HDL, e HDL3 para quantificacdo
por espectometria de massa. Destes, 13 mostraram diferenca da abundancia
na HDL, e 33 na HDL3 entre o grupo DM1 e o controle.

Tabela 25: Comparacdo de dados de abundéncia das proteinas na
protedmica da HDL, e HDL3 do presente estudo com outros estudos caso-

controle em diabetes tipo 1.

Estudo Presente Estudo Gourgari e cols Oliveira e cols
(149) (150)
Ano de publicacéo 2019 2018
N (DM1vs C) 50 vs 30 26 vs 12 30 vs 30
Idade (anos) — 36,9+10,0 16,9+1,9 33,3+9,8
Grupo DM1
Duracédo do DM 23,7+10,7 2,9+1,1 15,6+10,5
(anos)
Método PRM SWATH/MS SWATH/MS
quantitativo de
protedbmica
Alb HDL5. Maior em controles Maior em
controles
AMBP HDL5: Maior em DM1 Maior em DM1
ApoA-Il HDL;: Maior em DM1 Maior em DM1
ApoA-IV HDL, e HDL3: NS Maior em DM1
ApoH HDL5: Maior em controles Maior em DM1
Al1BG HDL, e HDL;: Maior em Maior em DM1
controles
C3 HDL,: Maior em DM1 Maior em
controles
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Estudo Presente Estudo Gourgari e cols Oliveirae cols

(149) (150)
Outras proteinas HDL,: APMAP, apoB, apoC-l, CFAH, FHR2, A2M, IGHA2,
mais abundantes  apoC-ll, apoE, apoF, apoM, PGRP2,ITIH4 THRB*
em DM1 GPLD1 e SAA4

HDL3: APMAP, apoA-l, apoA-V,

apoB, apoC-I, apoC-ll, apoC-lll,

apoC-IV, apoD, apoE, apoL-l,

apoM, CETP, GPLD1, HPHPR,

PCSK9, PLTP, PON1, PONS3,

SAAL, SAA4, TF
Outras proteinas HDL,: apoC-Ill e HBB C4, PZP
mais abundantes  HDLs;: AHSG, apoF, CST3, GC,

em controles HBB, RBP4 e TTR

Abreviaturas: A1BG, Glicoproteina alfa-1B; A2M, alfa-2-macroglobulina; AHSG, Glicoproteina
alfa-2-Heremans-Schmid ou fetuina A; Alb, albumina; AMBP, precursor da alfal-microglobulina
e da bicunina; APMAP, proteina associada a membrana plasmatica de adipécito; apoH,
apolipoproteina H ou beta-2-glicoproteina 1;C, controles; CETP, Proteina de transferéncia de
colesterol esterificado ; CFAH: fator H do complemento; C3, complemento C3; C4,
complemento C4; DM1, diabetes mellitus tipo 1; FHR2, proteina 2 relacionada ao fator H do
complemento; GPLD1, fosfolipase D fosfatidilinositol-glicano-especifica; HBB, subunidade beta
da hemoglobina; HPHPR, haptoglobulina ou proteina relacionada a haptoglobina; IGHAZ2,
cadeia pesada da imunoglobulina alfa-2; ITIH4, cadeia pesada H4 do inibidor inter-alfa-tripsina;
LCAT, lecitina colesterol aciltransferase; ND, ndo disponivel; NS, nao significativo; PCSK9, pré-
proteina convertase subtilisina-hexina tipo 9; PGRP2, peptideo-2 de reconhecimento de
peptideoglicano; PLTP, proteina de transferéncia de fosfolipides; PON1, paraoxonase-1;
PON3, paraoxonase-3; PRM, monitoramento de reacdes em paralelo; PZP, proteina zona de
gravidez; RBP4, proteina ligante de retinol tipo 4; SAAL, amiloide A sérico tipo 1; SAA4,
amiloide A sérico tipo 4; SWATH/MS, sequential window acquisition of all theoretical mass
spectra; TF, transferrina; THRB, protrombina*; TTR, transtirretina; VTN, vitronectina.

* No estudo de Oliveira e cols, a sigla THRB foi caracterizada como sendo a protrombina, mas
esta abreviatura normalmente é utilizada para o gene da subunidade beta do receptor do
hormonio tireoidiano.

Os outros dois estudos caso-controle mostrados na Tabela 25 néo
realizaram separadamente a proteémica da HDL, e HDL3. Nove proteinas na
HDL, e 22 proteinas na HDL3 foram encontradas, cuja diferenca em
abundéancia entre os dois grupos ndo foi encontrada nos dois estudos. As
proteinas AMBP, Alb e apoA-Il tiveram dados concordantes com, pelo menos,
um outro estudo. As proteinas apoA-1V, apoH, A1BG e C3 também foram
encontradas em pelo menos um dos dois estudos e tiveram diferenca
significante entre os grupos, mas o resultado nao foi concordante quanto ao
grupo com maior abundancia.

Um estudo de Manjunatha e cols (2016) avaliou a protedmica da HDL e
modificagdes pos-traducionais em individuos com DM1 bem controlados

(HbA1c < 7,0%) e mal controlados (HbA1c 28,5%), em comparacdo a
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individuos controles sem DM, pareados por idade, sexo e IMC. O HDL-c foi
semelhante em todos os grupos. Um total de 21 proteinas apresentou
expressao significantemente diferente em DM1 mal controlados e 25 proteinas,
em DM1 bem controlados, em comparacao aos controles. O grupo DM1 mal
controlado teve maior expressdo de dez proteinas (cininogénio-1, KNG1; alfa2-
antiplasmina, SERF2; apoM; calicreina; complemento C2, C2; zinco-alfa-2-
glicoproteina, ZAG; apoA-1V; ITIH3; A2M; receptor da toxina do antrax, ATR) e
menor, de 11 proteinas (fator ativador de crescimento de hepatdcito, HGF;
globulina ligadora de hormonio sexual, SHBG; TTR; GPLD1; monofosfatase 3
de inositol; proteina 1 relacionada ao fator H do complemento, FHR1; RBP4;
AHSG; fator derivado de epitélio pigmentado, PEDF; polipeptideo da
imunoglobulina lambda-simile; SAA2). O grupo DM1 bem controlado
apresentou dez proteinas (cadeias beta e gama do componente C8 do
complemento; fibulina-1; ATR; APMAP; ITIH3; BPI fold-containing family;
proteina relacionada a angiopoetina; integrina alfa M; proteina 2B do dominio
de dedo de zinco) com maior expressdo e 15 proteinas (molécula de adesao
celular-1 da adressina da mucosa; angiotensinogénio, AGT; N-
carboxipeptidase; GPLD1; haptoglobina, HP; apoC1; RBP4; afamina; proteina
ligadora de vitamina D, GC; proteina relacionada ao fator H do complemento;
HPX; fator H do complemento; ITH2; KNG1 e anquirina), com menor expressao
(98). No presente estudo, a comparacédo nao foi realizada desta forma; além da
andlise do estudo caso-controle, foram comparados os individuos com DM1
com HbA1c <8,5% e 28,5%. Apesar de ndo ser a melhor comparagao daquele
estudo com o presente estudo, utilizando-se a andlise do grupo DM1 vs
controles, somente cinco proteinas tiveram uma maior semelhanca no
comportamento da abundéancia: AHSG, APMAP, apoM, GC e RBP4. No estudo
de Manjunatha e cols (2016), quanto as modificacdes pos-traducionais das
proteinas, o grupo com DM1 mal controlado apresentou maior abundancia de
proteinas com modificagdo de Amadori. Algumas proteinas especificas
apresentavam alteracdo de oxidacdo ou deaminacédo (98), o que nao foi
avaliado na presente investigacao.

Na Tabela 6, para fins didaticos, as proteinas foram apresentadas

simplificadamente, de acordo com suas principais fungdes. A grande maioria
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das proteinas encontradas nas HDL estava relacionada ao metabolismo
lipidico, especialmente ao TRC.

As apoA-I e apoA-Il séo as principais apolipoproteinas estruturais da HDL.
A apoA-l participa da formacdo da HDL, com a captacdo de colesterol e
fosfolipides na formacéao da pré-beta-HDL; na ativacdo da LCAT; e no efluxo do
colesterol (151). A apoA-Il modula a atividade de LCAT, CETP e lipase
hepatica. Ambas as proteinas foram mais abundantes em DM1 do que
controles e em individuos com DM1 com pior controle glicémico. As
quantidades de apoA-l na HDL, e HDL3 se correlacionaram com melhores
resultados nos testes vasculares no grupo DM1, sugerindo que 0 aumento da
guantidade de apoA-I possa ser um fator protetor compensatério ao processo
de aterosclerose.

A PLTP é responsavel pelo remodelamento da HDL, transferindo
fosfolipides de lipoproteinas ricas em TG para a HDL e mediando a
interconversao da HDL, e HDL3. Elevada atividade da PLTP foi relatada em
portadores de DM1, e parece que essa atividade contribui para concentracées
mais altas de apoA-l (152). Isto pode explicar ambas as proteinas (PLTP e
apoA-l) serem mais abundantes na HDL; em DM1. Além disso, a analise
discriminante demonstrou que a PLTP na HDL, e a apo-A-l na HDL3 foram
capazes de diferenciar os individuos com DM1 e os controles.

A apoA-V tem papel no metabolismo de lipides, especialmente
relacionada a lipoproteinas ricas em TG, por intermédio da ativacdo da LPL
(153). Em DM2, a apoA-V vem sendo correlacionada positivamente com as
concentracfes de TG (153,154), mas nao ha dados em DM1. Evidenciou-se no
presente estudo maior abundancia da apoA-V em DM1 em comparacdo aos
controles, com maior quantidade em individuos com DM1 e pior controle
glicémico.

A apoB foi mais abundante tanto na HDL, quanto na HDL3; do grupo DM1.
A apoB nédo esta habitualmente presente na HDL. As presencas de apoB e
também da apo(a) na HDL provavelmente resultam da contaminagdo durante o
processo de isolamento, uma vez que ha sobreposicdo de parte das
densidades da lipoproteina A e da HDL (155).
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A apoC-| esté envolvida no metabolismo de TG, afetando o metabolismo
de VLDL, por inibir a ligagdo da VLDL aos receptores de VLDL, LDL, além de
reduzir a atividade da LPL e estimular a producdo de VLDL (156). Tanto em
individuos com DM1 quanto DM2, a trigliceridemia estd associada com a
concentracéo sérica de apoC-I (156,157). A apoC-l também ativa a LCAT, mas
apresenta 25% da capacidade da apoA-I para esta funcao (158). Evidenciou-se
gue a apoC-I foi mais abundante na HDL, e na HDL3 de individuos com DM1 e
também em individuos com DM1 e pior controle glicémico; no entanto, houve
correlagcdo negativa com os riscos cardiovasculares da Steno T1 Engine e
QRISKS.

A apoC-ll é cofator para a ativacdo da LPL, responsavel pela hidrélise de
TG de quilomicrons e da VLDL (159). No entanto, alguns fatores como idade,
sexo, dieta e DM2 podem aumentar consideravelmente as concentragdes
desta apolipoproteina (160). De fato, hipoalfalipoproteinemia (baixas
concentracbes de HDL-c e apoA-I) em portadores de DM2 tratados com
fenofibrato e rosiglitazona cursaram com aumento de apoC-ll na HDL. Parece
que a lipdlise intravascular de TG em individuos com DM se torna disfuncional,
causando hipertrigliceridemia (161). Isto pode prejudicar a formacdo das
particulas de HDL (nascente e madura), uma vez que parte significante de sua
superficie € derivada desse processo de hidrolise das lipoproteinas ricas em
TG (162). Concentracdes séricas normais ou pouco aumentadas de apoC-li
ativam a LPL. No entanto, concentragdes muito aumentadas inibem a LPL
(163). A associacao de apoC-ll e DCV ainda carece de estudos, especialmente
prospectivos (163). Os estudos em DM concentram-se em DM2, em DM1, os
estudos com apoC-Il sdo inexistentes.

A apoC-lll inibe a LPL (161) e esta sendo estudada como uma proteina
que possa modular a funcdo da HDL. Esta associada a fatores de risco
metabdlicos, como DM e obesidade (88) e ao maior risco cardiovascular (88),
inclusive em DM1 (164). Normalmente, a proporcdo de apoC-lll:apoC-Il é de
2:1 no plasma (160). Altas doses de insulina suprimem a expressao do gene
APOC3 em camundongos com DM induzido por estreptozotocina e a
deficiéncia de insulina eleva a concentracdo sérica de apoC-lll (164). No

presente estudo, evidenciou-se maior abundancia de apoC-ll e apoC-lll na
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HDL3; do grupo DM1, em comparacao aos controles. Na HDL, do grupo DM1, a
apoC-Il foi mais abundante e a apoC-Ill, menos do que nos controles. Além
disso, os individuos com DM1 e pior controle glicémico tiveram maior
quantidade de apoC-Ill na HDLs.

A apoC-IV esta associada principalmente com as particulas de VLDL e,
em menor quantidade, com a HDL (165). A funcdo da apoC-IV ainda nédo é
bem conhecida, mas provavelmente esta envolvida no metabolismo de TG
(165). O estudo de Xu e cols (2015) avaliou individuos de uma regido da China
e demonstrou que polimorfismos do gene APOC4 estdo associados com
doenca coronariana precoce (166). Outro estudo est4d sendo realizado na
Universidade de Washington (EUA) sobre o papel da apoC-IV em
complicacBes cardiovasculares em DM1 (167). Von Toerne e cols (2017)
evidenciaram que a apoC-lV foi suficiente para discriminar criangas com DM1
com autoanticorpos anti-ilhota positivo e negativo. Este estudo demonstrou
menor abundancia de apoC-IV em criancas com DM1 e autoanticorpos
positivos (168). Maior abundancia da apoC-1V na HDL3 de DM1 e correlacdo
negativa com rigidez arterial foram observados na presente investigacao.

A apoD esté envolvida com o TRC, estabilizando a atividade da LCAT;
também desempenha atividade antioxidante da HDL, e se encontra associada
a apoA-ll em humanos (98,169,170). A apoD também esta relacionada a
aterogénese; estudo com imuno-histoquimica demonstrou deposicdo de apoD
em placas ateromatosas. Uma possivel explicacdo € uma resposta
compensatéria da apoD para facilitar a remogédo de colesterol dos tecidos
periféricos e, portanto, reducdo da aterosclerose (170). Altas concentracfes
plasmaticas também foram encontradas em individuos com insuficiéncia
cardiaca (171). A apoD foi mais abundante na HDL3 do grupo DM1 do que na
dos controles e apresentou abundancia naqueles com pior controle glicémico.

A apoE esta envolvida na homeostase das lipoproteinas e dos lipides no
cérebro, parede arterial, tecido adiposo e macréfagos. A apoE, assim como a
apoA-I, interage com o ABCAL para gerar as particulas nascentes de HDL.
Também esta envolvida com outras func¢des nédo relacionadas ao metabolismo
lipidico, tais como funcéo anti-inflamatéria e antioxidante. A apoE esta

associada a uma atividade ateroprotetora por promover o efluxo de colesterol
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dos macrofagos ricos em lipides na parede arterial (172). Em geral, particulas
de HDL contendo apoE sdo maiores e a diminuicdo do conteudo de apoE na
HDL pode ter um efeito pro-aterogénico, devido ao fato de a HDL rica em apoE
prevenir a ligacdo da LDL aos proteoglicanos da parede vascular (29). Um
estudo em camundongos knockout para o gene APOE evidenciou que a VOP e
a VMF mediada por NO estdo alteradas, em comparacao aos controles (173).
Na presente investigacdo, evidenciou-se correlacdo negativa entre apoE na
HDL; e a VOP, corroborando a acdo ateroprotetora desta apolipoproteina. Um
estudo de protedmica de HDL evidenciou maior abundéancia de apoE na HDL;
de individuos com DCV instalada do que em controles saudaveis. Os autores
sugeriram a possibilidade de redistribuicio de apoE da HDL, para HDLj
levando ao prejuizo do efluxo de colesterol e maior formacdo de células
espumosas (101). No presente estudo, a apoE foi mais abundante tanto nas
HDL, quanto nas HDL3; de individuos com DM1, em compara¢do as dos
controles.

A apoF ou proteina inibidora da transferéncia de lipides interfere na
capacidade da CETP em remodelar as lipoproteinas (174,175), inibindo
especialmente as transferéncias envolvendo a LDL (175). A maioria da apoF
esta ligada a HDL, mas em hipercolesterolemia, a presenc¢a na LDL aumenta. A
apoF pode ter funcdes ainda ndo conhecidas e nao relacionadas a CETP, pois
em animais que ndo expressam CETP, a apoF esta presente no plasma (175).
Na presente casuistica, observou-se que a apoF foi mais abundante na HDL, e
HDL; do grupo DM1 em comparagéo aos controles. Sendo assim, mais estudos
Sao necessarios para explicar estes achados.

A apoM é uma apolipoproteina encontrada principalmente na HDL e mais
especificamente nas HDL menos densas (108). A apoM tem papel na formacao
e no tamanho da pré-beta HDL (176). Isto é evidenciado quando se faz o
silenciamento do gene APOM, que cursa com diminuicdo do HDL-c em 25% e
menor quantidade de apoA-I, resultando em menor sintese de pré-beta HDL
(177). Credita-se a apoM também um papel na maturacdo da HDL, na
mediacdo do TRC e nas atividades antioxidante e anti-inflamatoria
(108,178,179). A apoM é carreadora da esfingosina 1-fosfato (S1P), que esta

relacionada a atividade vasodilatadora da HDL. A S1P promove vasodilatacdo
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arterial por estimular a formacdo de NO endotelial (29). N&o foi observada
correlacdo entre a apoM e a VMF dependente de endotélio no presente estudo.
O estudo de Frej e cols (2017) demonstrou que embora as concentracdes
plasmaticas de apoM e S1P sejam semelhantes entre individuos com DM1 e
controles e a presencga destas proteinas ocorra mais na HDL, do que na HDL3,
o complexo apoM/ S1P na HDL, € mais ineficiente em sua capacidade anti-
inflamatoria (108). Os achados da investigacdo atual evidenciaram maior
abundéancia de apoM na HDL, e menor na HDL3 no grupo DM1, em
comparacdo aos controles. Além disso, observou-se que a apoM foi mais
abundante na HDL3 de individuos com DM1 com pior controle glicémico. Um
estudo de Zhang e cols (2007) com camundongos evidenciou que a
hiperglicemia causava reducdo da expressédo de apoM in vivo e in vitro (180),
embora o modelo animal utilizado tenha sido o de DM2. Outro estudo com
camundongos com DM induzido por estreptozotocina observou aumento das
concentracdes plasmaticas de apoM e da S1P (181). A concentracao sérica da
apoM em individuos com DM MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young)
tipo 3 é semelhante a daqueles com DM2, mas é menor do que em DM1 (182).
Todas as evidéncias de que a concentracdo sérica de apoM difere entre os
tipos de DM tornaram a apoM um potencial marcador de diferenciacdo entre
DM MODY 3, que é uma forma de DM monogénico em que ha mutacédo do
gene HNF-1-alfa (fator nuclear do hepatécito tipo 1-alfa), e DM1 (179,182). Um
estudo de von Toerne e cols (2017) demonstrou que a apoM, assim como a
apoC-IV (descrita anteriormente), foram suficientes para discriminar criangas
com DM1 com autoanticorpo anti-ilhota positivo e negativo. Naquele estudo,
houve maior abundéancia de apoM com a positividade dos autoanticorpos (168).
O gene APOM esta localizado dentro da regido do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) Ill e, assim, adventa-se um papel da apoM na
patogénese do DML1 (183). Os achados do presente estudo demonstraram que
0 uso de estatina foi associado a menor abundéncia de apoM na HDL3 do
grupo DM1. Outro estudo da equipe de Zhang (2011) evidenciou que a
sinvastatina em ratos hiperlipidémicos ndo teve efeito sobre a concentracéo

sérica de apoM (184). No entanto, o modelo animal ndo era o de DM1.
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A CETP é uma glicoproteina associada principalmente a HDL,
intermediando a troca de colesterol esterificado por TG entre as lipoproteinas
gue contém apoB e as HDL, principalmente (30,94). Desta forma, VLDL e LDL
enriquecidas em colesterol esterificado podem ser removidas pelo figado, na
via indireta do TRC. Além disso, a CETP, juntamente com a lipase hepatica, é
responsavel pela troca de TG e ésteres de colesterol entre a LDL e outras
lipoproteinas contendo apoB, tais como o quilomicron e a VLDL, resultando em
particulas de LDL pequenas e densas, que sdo mais aterogénicas. Assim, a
CETP é considerada, em algumas condi¢cdes metabdlicas, como uma proteina
que favorece a aterogénese (94). Os inibidores de CETP constituem uma
classe de medicamentos capaz de aumentar o HDL-c e reduzir o LDL-c, porém,
os resultados até o momento falharam em evidenciar reducdo de eventos
cardiovasculares (185). Ha controvérsia na literatura quanto a atividade da
CETP em DM1, podendo estar aumentada, normal ou reduzida (30). No
presente estudo, a atividade da CETP ndo foi avaliada, mas houve maior
abundéancia dela na HDL; de DM1 do que em controles. A CETP também
apresentou correlagdo positiva com maior rigidez arterial e com disfungéo
endotelial, marcadores de aterosclerose subclinica.

A LCAT é uma enzima presente, principalmente, na HDL e participa do
TRC, especificamente no processo de maturacdo da HDL por meio da
esterificacdo do colesterol livre, possibilitando sua entrada no nucleo
hidrofébico desta lipoproteina (89). A LCAT na HDL3; apresentou-se como
discriminativa entre o grupo DM1 e controles (Anexo 9), mas a abundéancia da
LCAT na HDL3 apenas apresentou tendéncia de aumento em individuos com
DM1 (Anexo 6). Um estudo de Feitosa e cols (2013) evidenciou que a
atividade da LCAT foi semelhante em individuos com DM1 e controles (186).
Chang e cols (2001) compararam criangas com DM1 em normoglicemia e em
hiperglicemia e observaram maior atividade da LCAT em criangas com
hiperglicemia (187). O papel da atividade da LCAT na aterosclerose ainda é
controverso. Em individuos com doenga coronariana estabelecida, alguns
estudos indicaram associacdo de eventos cardiovasculares com o aumento da
atividade da LCAT, mas em outros, com a reducéo (89). Em DM1, a LCAT se

associou negativamente com o escore de calcio coronariano em individuos
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com DM1 (188), que esta de acordo com o achado de correlagdo negativa da
LCAT na HDL3; com o VOP na presente analise.

A PCSKO9 é responsavel pela degradacéo lisossomal do receptor de LDL,
0 que favorece a elevacdo da concentracdo de LDL na circulacdo (189). A
associacdo da PCSK9 com a HDL ainda é pouco compreendida (190). E
interessante que na presente investigacdo, a PCSK9 na HDLj3 teve poder de
discriminacao entre os dois grupos. Este foi o primeiro estudo a evidenciar a
presenca de PCSK9 na HDLj3, sendo mais abundante nas HDL3 de individuos
com DM1 do que controles. Um estudo demonstrou que a concentragdo sérica
de PCSK9 é maior em DM1 do que em controles e esta correlacionada
significantemente com a HbAlc (191). Os dados do presente estudo
demonstraram que individuos com HbAlc >8,5% mostraram PCSK9 mais
abundante na HDL3; do que aqueles com HbAlc <8,5%. Um outro estudo
investigou a associacao entre concentracao sérica de PCSK9 e tamanho das
lipoproteinas em criancas com DML1 e evidenciou que a PCSK9 esta associada
a HDL3 menores nos individuos com pior controle glicémico (190). Além disso,
os resultados da investigacdo atual indicaram que a abundancia da PCSK9 na
HDL, se correlacionou com dados dos testes vasculares, demonstrando maior
disfuncdo endotelial. Estas evidéncias podem despertar o interesse para
futuras indicacgdes clinicas para o uso dos inibidores de PCSKO9.

Além das proteinas relacionadas ao metabolismo lipidico, resultados
interessantes foram encontrados para proteinas de fase aguda inflamatéria
ligadas a HDL, como SAA1, SAA4, Orml, HP e HPR. O SAAL é uma proteina
inflamatoria que esta relacionada ao maior risco de DCV (101). O SAA4 é uma
proteina constitucional que ndo é considerada uma proteina de fase aguda,
mas pode aumentar em alguns processos inflamatorios (192). As proteinas
amiloides estéo presentes na particula de HDL e tornam-se mais abundantes
em processos inflamatorios. A consequéncia disto € o prejuizo na habilidade
desta lipoproteina em remover colesterol celular, independentemente de
variacdo no HDL-c (193). Além disso, ha reducgéo da atividade anti-inflamatoria
da HDL (194). Observou-se maior abundancia de SAA1 e SAA4 na HDL3; de

individuos com DM1, com capacidade discriminatoria no estudo caso-controle.
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Houve também maior abundancia de SAA4 em individuos com DM1 com
HbAlc >8,5%.

A Orml, codificada pelo gene ORM1, € uma proteina de fase aguda,
envolvida em varias doencas inflamatérias (195). Além disso, € uma proteina
transportadora de ligantes exdgenos (por exemplo, capsaicina, dipiridamol,
clorpromazina, vinblastina, imatinibe, tamoxifeno e propranolol) ou endégenos
(por exemplo, histamina, melatonina, serotonina, heparina, imunoglobulina G3,
esteroides e PAF), tem efeitos imunomoduladores e regula a homeostase de
esfingolipides (196,197). A 1-deoxi-esfingolipide, um subproduto de
esfingolipides, mostrou-se neurotéxica em modelo animal com ratos
submetidos a estreptozotocina (198) e sua concentracao plasmatica € elevada
em DM2. Estas evidéncias sugerem a participacdo de esfingolipides na
patogénese da neuropatia diabética (199,200). Na presente casuistica, houve
associacdo da Orml1l com a NAC em DM1.

Estudos observacionais tém associado varios marcadores inflamatérios,
como proteina C reativa, Orm1l, acido sidlico e interleucina-6, e também os
complementos C3 e C4, ao maior risco de desenvolver DM. Assim, tem sido
proposto que o DM seja uma doenca do sistema imune inato. Um estudo
prospectivo evidenciou que o C3 estd associado a aumento da resisténcia
insulinica e risco de desenvolvimento de DM (201). Outro estudo de coorte
prospectiva demonstrou associacdo do C3 e risco aumentado de complicacdes
microvasculares do DM (202). E relatado que o C3 tem papel na regulacdo da
sintese de TG e apoB, mas sua importancia no metabolismo lipidico é
controversa (203). O C3 é a proteina do sistema do complemento mais
abundante no plasma e esta envolvido na patogénese da lesédo aterosclerotica.
Véarios estudos observacionais demonstraram associagcdo de maior
concentracdo sérica de C3 e doencas macrovasculares (204-207). Nesta
investigagdo, a quantidade de C3 na HDL3 se correlacionou negativamente
com o VOP. No estudo de Vaisar (2007), C3 na HDLj3 foi mais abundante em
individuos com DCV estabelecida do que controles saudaveis (101). Estudos
prospectivos seriam interessantes para explicar esta discrepancia e avaliar se o
C3 na HDL; teria padrdes diferentes em estagios iniciais de aterosclerose e na

doenca aterosclerotica estabelecida. No estudo de Gourgari (2019) que avaliou
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a proteémica da HDL em individuos com DM1 e controles, o complemento C3
se mostrou menos abundante em DM1 (149). Na presente casuistica, 0s
resultados foram divergentes, sendo detectada maior abundancia apenas na
HDL,. Maior abundancia de C3 na HDL de individuos com DM1 e pior controle
glicémico, ou em uso de estatina, também foi observada. No entanto, no
estudo supracitado, ndo houve isolamento das subfragdes da HDL.

A HP e a HPR compartilham mais de 90% da sequéncia de aminoacidos
(208). Isto justifica o porqué nédo é possivel definir qual das duas proteinas esta
sendo representadas pelos peptideos encontrados na protedmica. A funcéo
mais conhecida da HP é a sua ligacdo com a hemoglobina (Hb), facilitando a
remocdo da Hb nos hepatécitos. Além disso, possui atividade antioxidante e
imunorregulatoria. O gendtipo Hp2-2 do gene HP tem sido consistentemente
associado como fator de risco cardiovascular (209). Tanto a HP quanto a HPR
estdo presentes no proteoma da HDL. Uma funcéo peculiar da HPR € a acao
antiparasitaria contra o Trypanosoma brucei brucei, por meio do complexo que
forma com o fator litico de tripanossoma 1 (TLF1) na HDL3 (208). Maior
abundancia da HP nas HDLj3 de individuos com DM1 e em individuos com pior
control glicémico foi encontrada neste estudo.

A HP e a hemopexina (HPX) sao proteinas plasmaticas com alta afinidade
pela Hb (210,211). Normalmente a Hb encontra-se no interior das hemacias,
cumprindo a funcdo de transporte de oxigénio e de ligacdo com o ferro. No
entanto, em situacdes de hemolise, a Hb fica livre no plasma e se torna
bastante tdxica, devido a propriedade oxidante do grupo heme. A HP e a HPX
se ligam a Hb, impedindo os efeitos maléficos do excesso de Hb livre. A Hb
também pode se ligar a HDL. Em condi¢cdes basais, a HDL tem propriedades
anti-inflamatérias e antioxidantes, mas durante a inflamacdo aguda pode
passar a ter acao pro-inflamatéria, dependendo das proteinas ligadas a ela.
Estudos evidenciam que em individuos submetidos a dieta aterogénica, ha
aumento do complexo Hb/HP/HPX associados a HDL, que passa a ter
propriedades pro-inflamatorias (210). A presente analise de protedmica em
DM1 evidenciou um padréo diferente. A subunidade beta da Hb (HBB) tanto na

HDL, quanto na HDLj3; teve capacidade discriminativa entre o grupo DM e
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controles, mas houve menor HBB nas HDL, e HDL3 no grupo DM1 e correlacdo
negativa com a VOP.

A HDL também tem acdo antioxidante ao metabolizar hidroperéxidos
lipidicos e evitar que estes se acumulem na LDL (212). Algumas proteinas
relacionadas a esta acdo sao a APMAP, paraoxonases 1 e 3 (PON1 e PON3) e
a CLU (212-214). A apoA-l, além da funcdo no metabolismo de lipides,
também esta associada a acéo antioxidante (212).

A APMAP é uma proteina com funcao ainda ndo bem estabelecida, mas
possivelmente esta envolvida na maturacdo dos adipdcitos, que adquirem a
capacidade de armazenar lipides (215). Além disso, assim como a
paraoxonase, a APMAP estéd associada a acao antioxidante pela sua atividade
arilesterase (213,214). No presente estudo, a APMAP foi mais abundante nas
HDL, e HDL3; do grupo DM1, além disso, também foi capaz de discriminar o
grupo DM1 e controle quanto a sua presenca na HDL, e na HDL3;. Em DM1,
estava mais abundante em individuos com pior controle glicémico, embora néo
haja respaldo na literatura para discussao deste achado.

A PON é uma enzima presente na HDL que participa do efluxo de
colesterol da HDL, em especial a PON1. Também apresenta funcdes
antioxidante e anti-inflamatoria. Mais relacionado ao metabolismo de glicose, a
PON1 parece ter efeito citoprotetor sobre as células beta pancreéticas e
aumenta a expressdo do transportador 4 de glicose (GLUT4) nas células
musculares, independentemente da acdo da insulina. Alguns estudos
demonstraram prejuizo da acdo da PON1l no DM1 (36,216,217). Maior
abundancia de PON1 e PON3 nas HDL3 de individuos com DM1 foi
encontrada, sem diferenca nas HDL,. Ha estudos que demonstram que a
atividade da PON1 ocorre principalmente na HDL3, o que explica, em parte, o
motivo desta subfracdo da HDL ter maior atividade antioxidante (218).
Observou-se que guanto maior a expressdo de PON1 na HDL3, menor foi a
rigidez arterial, fortalecendo a acdo antiaterogénica desta proteina. Um estudo
com individuos que participaram do DCCT/ EDIC, também evidenciou a agéo
ateroprotetora da PON. Neste estudo, as quantidades de PON1 e PON3 na
HDL se correlacionaram negativamente com o escore de célcio coronariano,

indicativo de aterosclerose subclinica (188).
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A CLU, também conhecida como apoJ ou glicoproteina-2 sulfatada (219),
€ uma apolipoproteina encontrada na HDL que tem a funcdo de chaperonas,
que sdo capazes de reparar proteinas danificadas ou direciona-las a
degradacdo (220-222). Acredita-se que possa ter um papel protetor contra a
aterosclerose pelo possivel envolvimento no metabolismo lipidico (220,222). No
entanto, também se atribui a CLU um papel de biossensor do estresse
oxidativo e da inflamacéo (220,222). Um estudo demonstrou que a CLU inibe a
migracdo, adesao e proliferacdo de células musculares lisas frente a leséao
vascular (223). Correlacao positiva da CLU presente na HDL, e na HDL3 com o
VOP, e negativa da CLU na HDL; com a VMF independente do endotélio,
encontrados nesta investigacdo, reforcam que a CLU possa estar relacionada a
disfuncdo muscular lisa vascular na aterosclerose. A CLU também tem uma
acdo neuroprotetora, especialmente na eliminacdo de proteinas extracelulares
malformadas. Pode ter um possivel papel protetor na polineuropatia
amiloidética familiar (224), que serd comentada adiante. Correlacdo negativa
entre CLU e a presenca de NAC foi observada em DM.

Outras proteinas associadas a HDL relacionadas a sistemas de
transporte, como albumina (Alb), TF, TTR e RBP4, foram encontradas. A Alb se
mostrou menos abundante em DM1 do que em controles, o que concorda com
o estudo de Gourgari e cols. (2019) (149). Além disso, houve menor
abundéancia em individuos com DM1 e com HbAlc <8,5% do que nagqueles
com HbAlc >8,5%. A Alb é uma proteina abundante no plasma e, portanto,
pode ter sido detectada por contaminacdo das amostras. No entanto, ha
evidéncias de que a Alb pode se associar a apo-A-l (101), mas o seu papel na
HDL ndo esta estabelecido (98,149). Estudos recentes indicam que a Alb
glicada prejudica a atividade anti-inflamatéria e o0 TRC mediado pela HDL, por
reduzir o conteudo do ABCA-1 em macrofagos (98,149).

A serotransferrina (TF) ou transferrina sérica @ uma glicoproteina
transportadora de ferro no sangue (225). O ferro participa na formacao de
espécies reativas de oxigénio e a TF € uma proteina que ao se ligar ao ferro,
contribui com a defesa antioxidante (226). A hemocromatose € uma doenca
genética na qual ha prejuizo do metabolismo de ferro, caracterizada por

concentracdes séricas elevadas de ferro e ferritina, e saturacdo de transferrina
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elevada, levando a deposicao de ferro nos tecidos. Esta condi¢cdo € umas das
causas secundérias de DM, em que ocorre a destruicdo de células beta-
pancreaticas e maior resisténcia insulinica (226,227). A saturacdo de
transferrina sérica também é considerada um marcador de risco tanto para
DM1 quanto para DM2 (227). Um estudo de Metz e cols (2008) utilizou a
protedmica no sangue para avaliar biomarcadores para DM1. Embora tenha
havido grande variacdo interindividual na deteccdo dos peptideos, a TF foi
maior em controles do que no grupo DM1 (228). Na presente investigacdo, a
abundancia de TF na HDL3 foi maior em DM1 do que em controles.

A proteina ligante do retinol tipo 4 (RBP4) € uma adipocina transportadora
de retinol (vitamina A) e que esté associada a sindrome metabdlica, obesidade,
resisténcia insulinica, adiposidade visceral e gravidade do DM2 (229,230).
Além disso, observou-se aumento de RBP4 em individuos com DM e DCV
(231). O presente estudo demonstrou concordéncia com esta informacéo,
indicando correlacdes positivas do RBP4 na HDL3; com o VOP e com o escore
de risco cardiovascular QRISK3. O estudo caso-controle evidenciou maior
abundancia na HDL; de controles, que mostraram perfil lipidico mais
aterogénico. Os resultados confirmaram aqueles de um estudo com individuos
com DM1 em insulinoterapia, comparados ao grupo controle, em que foi
observada uma menor sintese de RBP4 no grupo DM1. Como a concentracéo
de glucagon foi menor no DM1 durante a hiperglicemia por deficiéncia de
insulina em relacdo aos controles, os autores tentaram explicar a diferenca do
padrdo de RBP4 entre DM1 e DM2 por meio de um possivel papel do glucagon
na sintese de RBP4 (232). No entanto, sdo necessarios outros estudos para
comprovar isto. Por fim, foi observado que o RBP4 na HDL3; de DM1 foi maior
naqueles com controle glicémico melhor.

A transtirretina (TTR) é uma proteina sérica de transporte que carreia 0s
horménios tireoidianos e a RBP4. Existe principalmente como um tetrametro e
em menor quantidade, como monbémeros (233,234). A TTR € uma proteina
presente na HDL e sua interacdo com a apoA-l leva a reducdo no efluxo de
colesterol celular (235). A TTR também desempenha um papel na secrecéo de
insulina e na preservacgdo das células beta. A redugéo da forma tetramérica e o

aumento da forma monomérica observada em DM1 podem estar relacionados
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a patogénese do DM1 (234,236). Além disso, a TTR possui atividade
proteolitica que é neuroprotetora, tendo papel na neurogénese, regeneracao
nervosa e crescimento axonal (234,237). Muta¢gdes no gene TTR causam a
forma mais comum de amiloidose genética. Trata-se de uma doenca
degenerativa progressiva em que h& acumulo de amiloide nos capilares
endoneurais, com lesdo das fibras nervosas. O quadro clinico envolve
polineuropatia periférica motora e sensorial, dor neuropatica, disfuncéo
autonébmica e miocardiopatia. O tafamidis meglumina € um estabilizador
cinético seletivo de TTR, utilizado como um medicamento que inibe a cascata
do amiloide. Esta sendo indicado para o tratamento da neuropatia periférica e
da miocardiopatia da amiloidose familiar por muta¢des no TTR (238-240). Os
dados demonstraram resultados inéditos de correlacéo entre a abundancia da
TTR na HDL; e a presenca de NAC nos individuos com DM1. A quantidade de
TTR também se correlacionou positivamente com o0 escore de risco
cardiovascular QRISK3. Outros estudos sdo necessarios para a confirmacao
dos resultados e avaliacdo de causa-efeito. Confirmando-se os resultados, sera
possivel compreender melhor a etiopatogenia da neuropatia diabética e o uso
do tafamidis meglumina pode ser uma perspectiva para tratamento da NAC em
DM.

A proteina ligadora da vitamina D ou componente grupo especifico (GC) é
uma proteina multifuncional codificada pelo gene GC (241). A funcdo mais
conhecida da proteina GC é a de transporte de metabdlitos de vitamina D. A
GC também é transportadora de acidos graxos. O papel da proteina GC na
inflamacdo é ainda incerto. E considerada uma proteina de fase aguda
inflamatoria por seu papel na ativacdo de macrofagos, além da acédo indireta
por meio de seu ligante, a 1,25-di-hidroxi-vitamina D (ou calcitriol), que tem
papel na imunidade e na inflamacao (241-243). A concentracao sérica de GC é
pouco reduzida em individuos com DM1 e mais reduzida em individuos com
DM1 com pior controle glicémico e em camundongos com DM induzido por
estreptozotocina (241,244,245). Um estudo mostrou correlacdo negativa entre
as concentragdes de insulina e GC em individuos adultos obesos, sugerindo
que a insulina possa ter papel de inibicdo da secrecédo de GC (243). Os dados

do presente estudo corroboram estes estudos ao mostrar que a proteina GC foi
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menos abundante na HDL3 do grupo DM1 do que no grupo controle, e também
que houve maior abundéancia de GC em individuos com DM1 e melhor controle
glicémico do que aqueles com pior HbAlc. No estudo de Manjunatha e cols
(2016), a proteina GC foi menos abundante em individuos com DM1 bem
controlados do que em controles sem DM (98).

No presente estudo, GC foi a Unica proteina que mostrou correlacao entre
sua abundancia e o efluxo de colesterol pela HDL3 nos grupos DML1 e controle.
Em ambos os grupos, as correlacdes foram negativas. Acredita-se que a
vitamina D possa ter papel protetor contra DCV por ativar receptores nucleares
em cardiomiécitos e em células endoteliais e por regular o sistema renina-
angiotensina-aldosterona. Além disso, a deficiéncia de vitamina D esta
associada a disfuncdo endotelial, maior rigidez arterial e hipertrofia de
ventriculo esquerdo (242). O presente estudo ndo avaliou a concentracao
sérica de vitamina D. No entanto, a deficiéncia ou o excesso de vitamina D ndo
tem influéncia na concentracdo sérica de GC (241). Ha evidéncias de que a
proteina GC possa ter influéncia na DCV de forma independente da vitamina D.
Ha relato de que a concentracdo de GC é significantemente menor na
presenca de DCV (246). Um estudo mostrou associacdo da concentracédo de
GC e NAC em pacientes com pré-diabetes, independentemente da
concentracdo de vitamina D (247). O presente estudo ndo mostrou correlacao
entre a abundancia de GC e NAC. No entanto, as populacdes e a fisiopatologia
do DM sao diferentes entre os estudos.

Alguns inibidores de protease se mostraram presentes na HDL dos
individuos do presente estudo: a alfa-1-antitripsina (A1AT), a AMBP e a AHSG.
A Al1AT é uma proteina codificada pelo gene SERPINAL, cuja acdo € inibir
varias enzimas, incluindo a tripsina. A AlAT tem propriedades
imunomoduladoras que ndo decorrem do fato dela inibir proteases durante o
processo inflamatério agudo (248), mas por serem capazes de modificar a
maturacdo de células dendriticas, regular a diferenciacdo de células T,
aumentar as liberacdes de interleucina-10 e do antagonista do receptor de
interleucina-1, e evitar apoptose celular (249,250). Diante dessas propriedades,
um estudo clinico de fase 2 com A1AT estd em andamento com individuos com

DM1 em estagio inicial, como forma de preservar as células beta-pancreéticas
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por tempo maior (248). Concentrados de A1AT do plasma humano j& tém sido
utilizados no tratamento da deficiéncia da A1AT, que € uma condicao genética
grave que se manifesta, principalmente, por enfisema pulmonar e cirrose
hepatica. Evidenciou-se correlacdo de A1AT na HDL3 e menor rigidez arterial;
além disso, os individuos com DM1 e pior controle glicmico apresentaram
menos A1AT na HDL3. No entanto, o efluxo de colesterol na HDL3; apresentou
correlacdo negativa com a abundéancia da A1AT na HDL;. Um estudo
observacional sobre a deficiéncia de AL1AT evidenciou menor prevaléncia de
DCV nestes individuos (251). Estes dados conflitantes sugerem a necessidade
de estudos de seguranca cardiovascular em longo prazo com a A1AT para uso
clinico, especialmente em individuos com DM1, que tém maior risco
cardiovascular.

O gene AMBP codifica as proteinas alfa-1microglobulina (A1M) e bicunina
que sdo clivadas por proteinas citoplasmaticas, especialmente no complexo de
Golgi, e sdo secretadas livremente no sangue. A bicunina esta relacionada a
processos inflamatdrios, agindo na inibicdo de proteases (252,253). A
aprotinina € um equivalente farmacolégico a bicunina, que tem funcédo
hemostatica por inativar a calicreina e a plasmina (254). Alguns estudos
avaliaram o uso da aprotinina como agente anti-inflamatério, mas em uma
meta-analise realizada, ndo houve evidéncia que justifique o uso para este fim
(255). A bicunina pode se ligar a outras proteinas mais pesadas no plasma,
formando a inter-alfa-tripsina (ITH) e passa a ter atividade de inibicdo da
tripsina (252,253). O presente estudo demonstrou correlacao positiva da AMBP
na HDL, e na HDL3 com o risco cardiovascular estimado pelo Steno T1 Engine
e QRISK3. A abundancia da AMBP foi maior em individuos com DM1 e HAS do
gue naqueles sem HAS. O estudo de Gourgari e cols (2019) detectou mais a
cadeia pesada da ITH na HDL de individuos com DM1 do que na de controles
(Tabela 25) (149). O ITIH4 e a A1M urinarios sdo considerados potenciais
marcadores para doenca renal diabética (149,256). A presente investigacdo
evidenciou que a AMBP foi mais abundante em individuos com DM1 e NAC,
mas nao foram encontrados outros estudos relacionando a AMBP com
neuropatia. Estudos sao necessarios para comprovar qgue a AMBP na HDL

pode ser um potencial marcador de NAC. Uma hipbtese para este achado é
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que a acdo da bicunina possa ajudar a conter o processo inflamatorio na
neuropatia.

A (glicoproteina alfa2-Heremans-Schmid ou fetuina (AHSG) é uma
proteina que faz parte da superfamilia de inibidores de protease e vem sendo
relacionada a sindrome metabdlica, obesidade e resisténcia insulinica (257).
Esta glicoproteina causa resisténcia insulinica por reduzir a autofosforilagéo e a
atividade tirosinocinase do receptor de insulina (258). No presente estudo,
houve menor abundancia de AHSG na HDL3; do grupo DM1 do que nos
controles. Convém reforcar que a resisténcia insulinica ndo faz parte da
patogénese do DM1, e sim do DM2, e que os individuos com DM1 do estudo
apresentaram o IMC e a circunferéncia abdominal normais e semelhantes aos
controles, mas perfil lipidico menos relacionado a sindrome metabdlica (menor
LDL-c e trigliceridemia). O uso de estatina ocorreu em 40% dos individuos no
grupo DM1 e nédo houve diferenca da AHSG em quem usou ou nao, mas o
presente estudo nado foi delineado para esta diferenciacao.

A GPLD1 é uma proteina relativamente abundante no plasma e se
associa com a HDL, especialmente com a apoA-I e apoA-1V (259). A interacéo
da GPLD1 com estas apolipoproteinas ainda ndo € bem compreendida. O
estudo de Shofield e cols (2002) observou que a concentracdo sérica de
GPLD1 foi menor em individuos com DM1 do que em controles e menor
quantidade e a atividade da GPLD1 sérica em ratos submetidos a
estreptozotocina. Nestes ratos, a concentracdo de GPLD1 aumentou com o
uso da insulina, mas a sintese de GPLD1 no figado diminuiu (260). Os
resultados da presente investigacdo evidenciaram maior abundéncia da
GPLD1 nas HDL; e HDL3 do grupo DM1 em comparacédo aos controles. Além
disso, houve correlagdo da GPLD1 com a disfuncéo endotelial em DM1.

A A1BG faz parte da familia das imunoglobulinas e sua funcdo é pouco
conhecida. Os dados do presente estudo demonstraram que a A1BG foi mais
abundante nas HDL, e HDL3 de controles. No grupo DM1, foi mais abundante
nos individuos com HAS concomitante e naqueles com HbAlc <8,5%. O
estudo de Gourgari e cols (2019) obteve resultado discordante da atual
investigacdo, em que a A1BG foi mais abundante em individuos com DM1
(149).
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Por fim, a apoL-l é uma proteina encontrada na HDL que, assim como a
TLF1 ligada a HPR, também age contra o Trypanosoma brucei brucei em seres
humanos (261). Além disto, estd envolvida no processo de autofagia celular
(262). Na HDL, liga-se a apoA-lI (262), mas o papel ainda ndo esta bem
estabelecido. A insulina parece estar envolvida com a expressédo de apoL-I. Um
estudo demonstrou que em individuos com sindrome metabdlica sem DM,
houve associacdo do aumento sérico da apolL-l com a hipertrigliceridemia, o
HDL-c baixo e o IMC elevado. No entanto, em individuos com sindrome
metabolica e DM2 com deficiéncia relativa de insulina, ndo houve aumento
significativo da apoL-l. Nos casos de DM2 e deficiéncia absoluta de insulina,
observou-se reducédo da apoL-l (261). Observou-se que os individuos com DM1
apresentaram maior abundancia de apoL-I na HDL3 do grupo DM1 e correlacdo
negativa entre a apoL-l na HDL, e HDL3; com o VOP. Ha controvérsia quanto a
relacdo de algumas variantes génicas da apoL-l e risco cardiovascular (263).
Em DM2, a expressdao de apoL-l ndo se correlacionou com VOP e com o
estresse oxidativo (261).

No presente estudo ndo houve diferenca de %EC entre os individuos com
DM1 e os controles, tanto para HDL, quanto para HDLj3, diferindo dos
resultados do estudo de Gourgari e cols (2019) e de Manjunatha e cols (2016),
em que a %EC foi menor nos individuos com DM1, comparados aos controles
(98,149). Um estudo analisou duas coortes de individuos com DM1 de longa
data e complicacdes vasculares. Neste estudo, a %EC nao foi diferente entre
individuos com e sem complicacdes, sugerindo que a %EC pela HDL
provavelmente ndo explica o porqué da protecdo de complicacdes vasculares
no grupo sem complicacdes (264). Na presente investigacdo, ndo houve
correlacdo entre a %EC e os testes vasculares; no entanto, € digno de nota
que a habilidade intrinseca das subfracoes de HDL em remover colesterol foi
semelhante entre DM e controles, embora a protedbmica possa interferir na
primeira etapa do TRC.

Este estudo teve algumas limitacbes. A principal delas foi o seu
delineamento transversal, o que dificulta tirar conclusbes quanto a relacao
causa-efeito entre as diversas variaveis. Outra limitacdo foi que a HAS e o0 uso

de estatina estavam presentes apenas no grupo DM1, podendo interferir no
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estudo caso-controle. No entanto, o estudo aumentou a compreensao acerca
dos efeitos do DM1 sobre a protedmica da HDL e sobre os testes de funcéo
vascular. Por fim, grande parte das proteinas associadas as HDL é sintetizada
no figado. Apesar de, aparentemente, ndo haver individuos com insuficiéncia
hepatica grave na casuistica, conforme dados levantados a partir da anélise de
prontudrios, este critério ndo foi levado em conta como exclusdo para a

selecéo dos participantes no estudo.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou diferencas na protedbmica da HDL entre
individuos com DM1 e controles que ndo haviam sido encontradas em estudos
prévios. Os testes vasculares corroboraram estudos anteriores em individuos
com DM1 que indicavam piores marcadores de aterosclerose subclinica e
maior risco cardiovascular estimado do que individuos sem DM, mesmo com
perfil lipidico sérico aparentemente melhor em individuos com DM1. A
associacao das variaveis clinicas e laboratoriais, dados da protedmica da HDL
e resultados dos testes de funcdo vascular e da funcionalidade da HDL
possibilitou a exploracdo das varias funcdes ateroprotetoras da HDL. Além das
proteinas envolvidas com o metabolismo de lipides, a HDL carreia proteinas de
fase aguda inflamatéria, do sistema do complemento, antitrombdticas,
antioxidantes, inibidoras de protease e transportadoras, com diferencas
significativas entre individuos com DM1 e controles. Algumas proteinas na
HDL, especialmente aquelas relacionadas ao metabolismo lipidico,
correlacionaram-se com a funcéo vascular, principalmente com a VOP, NAC,
efluxo de **C-colesterol, controle glicémico, HDL-c, HAS e uso de estatinas. O
estudo revelou proteinas com importancia funcional ja conhecida, associadas a
HDL, e que discriminaram individuos com DML1 e controles. Tanto para a HDL
quanto para a HDLj3; chamou atencdo a associacdo da abundancia de
proteinas relacionadas ao metabolismo lipidico com o grupo DM1 e proteinas

transportadoras com o grupo controle.
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7. ANEXOS

Anexo 1 — Proteinas e peptideos determinados pelo método PRM.

Proteina* Gene* Peptideo detectado Carga | Peptideo
escolhido
A1AG1_HUMAN ORM1 NWGLSVYADKPETTK 3
Alpha-1-acid SDVVYTDWK 2
glycoprotein 1
A1AT_HUMAN SERPINA1L LSITGTYDLK 2
Alpha-1-antitrypsin SVLGQLGITK 2
A1BG_HUMAN A1BG SGLSTGWTQLSK 2
Alpha-1B-glycoprotein LLELTGPK 2
ALBU_HUMAN ALB LVNEVTEFAK 2
Albumin FQNALLVR 2
ALS HUMAN IGFALS LEALPNSLLAPLGR 2
Insulin-like growth DFALQNPSAVPR 2
factor-binding protein
complex acid labile
subunit
AMBP_HUMAN AMBP ETLLQDFR 2
Protein AMBP GECVPGEQEPEPILIPR 2
APMAP_HUMAN APMAP LLLSSETPIEGK 2
Adipocyte plasma LLEYDTVTR 2
membrane-associated YSLVLELSDSGAFR 2
protein
APOA_HUMAN LPA TPAYYPNAGLIK 2
Apolipoprotein(a) GTLSTTITGR 2
APOAl1_HUMAN APOA1 DLATVYVDVLK 2
Apolipoprotein A-l DYVSQFEGSALGK 2
VQPYLDDFQK 2
APOA2_HUMAN APOA2 SPELQAEAK 2
Apolipoprotein A-lI EQLTPLIK 2
APOA4 _HUMAN APOA4 SELTQQLNALFQDK 2
Apolipoprotein A-1V LGEVNTYAGDLQK 2
SLAPYAQDTQEK 2
APOA5 _HUMAN APOA5 GFWDYFSQTSGDK 3
Apolipoprotein A-V LRPLSGSEAPR 2
QDTYLQIAAFTR 3
APOB_HUMAN APOB SVSLPSLDPASAK 2
Apolipoprotein B-100 IEIPLPFGGK 2
IDDIWNLEVK 2
APOC1_HUMAN APOC1 LKEFGNTLEDK 2
Apolipoprotein C-I LKEFGNTLEDK 3
EFGNTLEDK 2
EWFSETFQK 2
APOC2_HUMAN APOC2 ESLSSYWESAK 2
Apolipoprotein C-II TAAQNLYEK 2
TYLPAVDEK 2
APOC3_HUMAN APOC3 DALSSVQESQVAQQAR 2
Apolipoprotein C-llI GWVTDGFSSLK 2
DYWSTVK 2
APOC4_HUMAN APOCA4 ELLETVVNR 2
Apolipoprotein C-IV AWFLESK 2
APOD_HUMAN APOD VLNQELR 2
Apolipoprotein D NILTSNNIDVK 2
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Proteina* Gene* Peptideo detectado Carga | Peptideo
escolhido
APOE_HUMAN APOE SELEEQLTPVAEETR 2
Apolipoprotein E LAVYQAGAR 2
AATVGSLAGQPLQER 2
APOF_HUMAN APOF SGVQQLIQYYQDQK 2
Apolipoprotein E SGVQOLIQYYQDQK 3
SYDLDPGAGSLEI 2
APOH_HUMAN APOH TCPKPDDLPFSTVVPLK 3
Beta-2-glycoprotein 1 TFYEPGEEITYSCKPGYV 3
SR
ATVVYQGER 2
APOL1_HUMAN APOL1 VTEPISAESGEQVER 2
Apolipoprotein L1 VAQELEEK 2
LNILNNNYK 2
APOM_HUMAN APOM DGLCVPR 2
Apolipoprotein M SLTSCLDSK 2
AFLLTPR 2
CETP_HUMAN CETP VIQTAFQR 2
Cholesteryl ester ASYPDITGEK 2
transfer protein LFLSLLDFQITPK 2
CLUS_HUMAN CLU IDSLLENDR 2
Clusterin or VTTVASHTSDSDVPSGVT 3
Apolipoprotein J EVVVK
LFDSDPITVTVPVEVSR 2
CO3_HUMAN C3 TIYTPGSTVLYR 2
Complement 3 TGLQEVEVK 2
CYTC_HUMAN CST3 ALDFAVGEYNK 2
Cystatin C ASNDMYHSR 2
TQPNLDNCPFHDQPHLK 3
FETUA_HUMAN AHSG HTLNQIDEVK 2
Alpha-2-HS- EHAVEGDCDFQLLK 2
glycoprotein EHAVEGDCDFQLLK 3
HBB_HUMAN HBB SAVTALWGK 2
Hemoglobin subunit LLVVYPWTQR 2
beta
HPT_HUMAN HP LPECEAVCGKPK 3
Haptoglobin GSFPWQAK 2
HPTR_HUMAN HPR LPECEAVCGKPK 3
Haptoglobin-related VTSIQHWVQK 2
protein
LCAT_HUMAN LCAT SSGLVSNAPGVQIR 2
Phosphatidylcholine- TYSVEYLDSSK 2
sterol acyltransferase LEPGQQEEYYR 2
PCSK9_HUMAN PCSK9 LPGTYVVVLK 2
Proprotein convertase ILHVFHGLLPGFLVK 4
subtilisin/kexin type 9 MSGDLLELALK 2
PCYOX_HUMAN PCYOX1 SDFYDIVLVATPLNR 2
Prenylcysteine oxidase FGLNTVLTTDNSDLFINSI 3
1 GIVPSVR
PHLD_HUMAN GPLD1 QVLLVGAPTYDDVSK 2
Phosphatidylinositol- IADVTSGLIGGEDGR 2
glycan-specific
phospholipase D
PLTP_HUMAN PLTP FLEQELETITIPDLR 2
Phospholipid transfer AVEPQLQEEER 2
protein ATYFGSIVLLSPAVIDSPLK 2
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Proteina* Gene* Peptideo detectado Carga | Peptideo
escolhido
PON1_HUMAN PON1 STVELFK 2
Serum paraoxonase/ IFFYDSENPPASEVLR 2
arylesterase 1 IQNILTEEPK 2
PON3_HUMAN PON3 AQALEISGGFDK 2
Serum paraoxonase/ SVNDIVVLGPEQFYATR 2
arylesterase 3 LLNYNPEDPPGSEVLR 2
RET4_HUMAN RBP4 GNDDHWIVDTDYDTYAV 3
Retinol-binding protein QYSCR
4 LLNLDGTCADSYSFVFSR 2
SAA1l_HUMAN SAAl SFFSFLGEAFDGAR 2
Serum amyloid A-1 FFGHGAEDSLADQAANE 3
protein WGR
SAA4_HUMAN SAA4 GPGGVWAAK 2
Serum amyloid A-4 FRPDGLPK 2
protein
TRFE_HUMAN TF EFQLFSSPHGK 3
Serotransferrin EGTCPEAPTDECKPVK 3
TTHY_HUMAN TTR GSPAINVAVHVFR 3
Transthyretin AADDTWEPFASGK 2
VTDB_HUMAN GC EVVSLTEACCAEGADPDC 3
Vitamin D-binding YDTR
protein VPTADLEDVLPLAEDITNIL 3
SK
VTNC_HUMAN VTN GQYCYELDEK 2
Vitronectin DVWGIEGPIDAAFTR 2
FEDGVLDPDYPR 2

Obs: Os genes e as respectivas proteinas foram nomeados de acordo com o banco de

dados UniProt (www.uniprot.org).
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Anexo 2: Dados da proteémica da HDL, em individuos controles e com
diabetes tipo 1 (DM1).

Proteinas Controle DM1 Mann-Whitney
Mediana 25% 75% Mediana 25% 75% P

A1AT 8,78 8,55 8,91 8,81 8,55 8,97 0,665
A1BG 6,98 6,78 7,23 6,61 6,29 6,93 0,001
AHSG 7,80 7,64 7,99 7,90 7,65 8,02 0,739
ALB 9,34 9,16 9,47 9,29 9,09 9,43 0,480
AMBP 5,36 5,16 5,64 5,46 5,24 5,78 0,666
APMAP 7,36 7,10 7,62 7,78 7,61 8,13 <0,001
ApoA-I 11,00 10,94 11,07 11,03 10,95 11,08 0,750
ApoA-Il 10,18 10,03 10,30 10,13 10,02 10,23 0,297
ApoA-IV 8,06 7,90 8,21 8,14 7,94 8,28 0,149
ApoA-V 7,75 7,66 7,84 7,77 7,69 7,83 0,398
ApoB 8,15 7,88 8,50 8,50 8,31 8,85 <0,001
ApoC-I 9,95 9,86 10,02 10,03 9,91 10,09 0,022
ApoC-ll 9,64 9,53 9,78 9,78 9,70 9,88 <0,001
ApoC-llI 10,21 10,08 10,33 10,08 9,97 10,26 0,037
ApoC-IV 8,34 8,18 8,46 8,31 8,22 8,43 0,717
ApoD 9,42 9,26 9,50 9,44 9,33 9,57 0,274
ApoE 9,09 8,86 9,20 9,27 9,11 9,39 <0,001
ApoF 8,29 8,15 8,41 8,39 8,32 8,47 0,009
ApoH 7,21 7,02 7,52 7,26 7,13 7,44 0,531
ApolL1 8,39 8,20 8,63 8,38 8,23 8,51 0,429
ApoM 9,26 9,19 9,36 9,36 9,24 9,39 0,035
C3 6,79 6,62 6,95 7,14 6,88 7,48 <0,001
CETP 7,11 6,80 7,36 7,19 6,97 7,35 0,548
CLU 7,69 7,44 7,88 7,65 7,43 7,82 0,750
CST3 6,85 6,43 7,05 6,84 6,45 7,01 0,724
GC 5,44 5,06 6,17 5,31 5,01 5,71 0,147
GPLD1 4,93 4,69 5,27 5,44 4,99 5,98 0,004
HBB 6,85 6,43 7,15 6,44 5,98 6,77 0,001
HPHPR 6,69 6,32 7,16 6,95 6,49 7,22 0,361
HPR 5,96 4,75 6,82 5,97 5,01 6,25 0,660
IGFALS 5,59 5,03 6,82 5,58 4,94 6,26 0,265
LCAT 6,84 6,45 7,37 6,83 6,08 7,21 0,633
Apo(a) 8,56 8,36 8,77 8,47 8,19 8,76 0,185
ORM1 5,83 5,44 6,22 571 5,23 6,04 0,239
PCSK9 6,79 6,63 6,95 6,74 6,49 7,03 0,976
PCYOX 7,19 6,99 7,29 7,12 6,94 7,28 0,465
PLTP 7,71 7,57 7,86 7,84 7,63 8,02 0,051
PON1 8,39 8,29 8,52 8,38 8,17 8,54 0,588
PON3 6,38 6,23 6,75 6,41 6,03 6,63 0,521
RBP4 6,30 5,58 6,68 6,03 5,32 6,49 0,250
SAAl 8,70 8,55 8,93 8,95 8,42 9,26 0,348
SAA4 9,22 9,08 9,28 9,26 9,11 9,39 0,045
TF 8,09 7,96 8,17 8,17 8,05 8,24 0,074
TTR 7,79 7,66 7,94 7,70 7,45 7,87 0,065
VTN 6,60 6,20 6,90 6,39 6,00 6,96 0,404

Dados expressos em medianas e percentis, Teste modificado de Wilcoxon.
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Anexo 3: Acuréacia da protedmica da HDL, em individuos controles e com
diabetes tipo 1 por meio da curva ROC.

Proteinas Discriminagéo Erro Padrédo Sig. Assint. ICI95% ICS95% Referéncia
(AUC)

APMAP 81% 0,05 <0,001 0,71 0,91 DM1 >
GPLD1 76% 0,06 <0,001 0,64 0,87 DM1 >
C3 76% 0,06 <0,001 0,64 0,87 DM1 >
ApoC-lI 75% 0,06 0,001 0,63 0,87 DM1 >
ApoC-llI 74% 0,06 0,037 0,62 0,86 DM1 >
ApoB 74% 0,06 0,001 0,62 0,86 DM1 >
ApoE 74% 0,06 0,001 0,62 0,86 DM1 >
HBB 76% 0,06 <0,001 0,64 0,88 Controle >
Al1BG 75% 0,06 0,001 0,63 0,87 Controle >
PLTP 73% 0,06 0,051 0,61 0,85 DM1>

Dados expressos em Area * Erro Padrdo (Acurécia) e Intervalo de Confianca Superior e Inferior de 95%;
Teste de Significancia Assintdtica (Afastamento da Linha de Nulidade).

Abreviaturas: AUC: area sob a curva, ICI: intervalo de confianga inferior, ICS: intervalo de confianca
superior.

Obs:

(1) Vvalores com AUC > 0,8 tem valor discriminante isoladamente; Valores com AUC > 0,7 e < 0,8
tem valor discriminante somente com duas ou mais variaveis associadas entre si.
(2) O sinal de “>” leia “mais abundante”.
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Anexo 4: Validagéo interna da nota de corte da curva ROC da protedmica
da HDL, em individuos controles e com diabetes tipo 1.

Proteoma HDL, Controle DM1 X2 de Pearson
Categorizado n % n % P
+ 0, 0
ALBG 6,79 22 73,3% 15 30,0% <0,001

<6,78 8 26,7% 35 70,0%

< 0 0
APMAP <764 23 76,7% 15 30,0% <0,001
7,65+ 7 23,3% 35 70,0%

< 0 0,
APOB <840 22 73,3% 15 30,0% <0,001
8,41+ 8 26,7% 35 70,0%

<969 20  667% 11  22.0%
ApPOC-Il : ’ ’ <0001
P 970+ 10  333% 39  78.0% 0.00

>10,15 20 66,7% 18 36,0%
ApoC-llI : : v
P <10,15 10 33,3% 22 64,0% 0.008

< 27 90,0% 26  52,0%
ApoE 9.2 > > 0,001
928+ 3  10,0% 24  48,0%

< 2 3% 22 44,0%
c3 7,09 8 93,3% 0% <0,001
7,10+ 2 6,7% 28 56,0%

<540 24 80,0% 23 46,0%
GPLD1 : : :
541+ 6 20,0% 27 54,0% 0.003

0, 0,
HBB 6,67+ 18 60,0% 13 26,0% 0,003
<6,66 12 40,0% 37 74,0%

< 0, 0,
LTP 788 24  80,0% 26  52,0% 0,012
>788 6  200% 24  48,0%

7 27 % 1 2,0%
TTR ,58+ 90,0% 3 62,0% 0,007
<757 3 10,0% 19 38,0%

Dados expressos em frequéncia absoluta (n) e relativa (%), Teste de Qui-quadrado de Pearson.

Anexo 5: Analise discriminante da protebmica da HDL; de individuos com
diabetes tipo 1 e controles.

Classificagdo do
Coeficiente da Fungdo

Proteémica HDL, Forca de GL1 GL2 P Controle DM1
discriminagdo (Numero de (Numero de
variaveis) individuos)
APMAP 28,28 1 78 0,000 35,5 39,7
PLTP 23,26 2 77 0,000 67,6 73,6
ApoC-llI 27,23 3 76 0,000 148,1 132,7
HBB 29,75 4 75 0,000 8,5 12,1
ApoC-I 26,90 5 74 0,000 17,1 14,4
C3 25,19 6 73 0,000 68,5 78,4

Obs: As proteinas estdo representadas pela abreviatura dos genes que as codificam. Os
proteomas presentes maximizam a menor razdo F entre os grupos Controle e DM1.
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Anexo 6: Protedbmica da HDL; em individuos controles e com diabetes

tipo 1.
Proteinas Controle DM1 Mann-Whitney
Mediana 25% 75% Mediana 25% 75% P
A1AT 10,13 9,94 10,20 10,08 9,82 10,19 0,257
A1BG 7,96 7,76 8,21 7,65 7,39 7,87 <0,001
AHSG 9,18 8,94 9,27 9,01 8,59 9,17 0,005
ALB 10,61 10,20 10,79 10,09 9,73 10,37 <0,001
AMBP 7,82 7,54 8,05 7,96 7,72 8,24 0,099
APMAP 6,49 6,12 7,08 7,76 7,45 7,96 <0,001
ApoA-I 10,67 10,54 10,84 11,05 10,96 11,12 <0,001
ApoA-Il 9,50 9,30 9,71 10,05 9,94 10,17 <0,001
ApoA-IV 9,16 9,08 9,26 9,08 8,83 9,28 0,109
ApoA-V 7,41 7,14 7,51 7,75 7,70 7,87 <0,001
ApoB 7,21 6,85 7,51 7,49 7,37 7,63 0,001
ApoC-I 9,30 9,12 9,50 9,69 9,59 9,81 <0,001
ApoC-lI 8,96 8,69 9,18 9,35 9,23 9,48 <0,001
ApoC-llI 9,17 8,97 9,50 9,68 9,51 9,85 <0,001
ApoC-IV 7,89 7,78 8,06 8,11 7,94 8,21 <0,001
ApoD 9,41 9,26 9,61 9,83 9,65 9,92 <0,001
ApoE 8,80 8,70 8,94 8,94 8,79 9,07 0,013
ApoF 9,66 9,33 9,82 9,10 8,83 9,28 <0,001
ApoH 8,69 8,46 8,90 8,43 8,19 8,62 <0,001
ApoL-I 8,59 8,41 8,65 8,73 8,56 8,91 0,006
ApoM 9,17 9,06 9,25 9,48 9,38 9,54 <0,001
C3 7,09 6,84 7,45 7,16 6,96 7,30 0,766
CETP 7,94 7,78 8,16 8,15 8,03 8,28 0,002
CLU 8,57 8,42 8,62 8,63 8,46 8,74 0,079
CST3 8,13 8,00 8,32 7,93 7,62 8,10 0,004
GC 8,39 8,15 8,57 7,94 7,26 8,16 <0,001
GPLD1 6,94 6,71 7,10 7,21 6,90 7,43 0,003
HBB 7,97 7,70 8,02 7,36 7,22 7,49 <0,001
HPHPR 7,70 7,51 7,80 8,05 7,87 8,27 <0,001
HPR 7,57 7,12 7,89 7,41 6,91 7,77 0,418
IGFALS 7,03 6,51 7,37 7,02 6,40 7,24 0,437
LCAT 8,47 8,31 8,56 8,54 8,43 8,67 0,054
Apo(a) 7,55 6,20 8,08 7,82 6,43 8,28 0,274
ORM1 7,18 6,78 7,60 7,32 7,10 7,59 0,315
PCSK9 6,98 6,59 7,12 7,49 7,38 7,62 <0,001
PCYOX 7,45 7,30 7,69 7,47 7,19 7,67 0,747
PLTP 8,12 8,05 8,23 8,36 8,28 8,42 <0,001
PON1 9,17 8,99 9,32 9,34 9,22 9,45 0,001
PON3 7,41 7,16 7,58 7,54 7,35 7,73 0,031
RBP4 8,65 8,57 8,74 8,57 8,39 8,62 0,025
SAAl1 8,41 8,22 8,63 9,02 8,53 9,35 <0,001
SAA4 8,80 8,61 8,94 9,20 9,04 9,35 <0,001
TF 8,11 7,96 8,33 8,34 8,13 8,48 0,015
TTR 9,09 8,99 9,20 8,97 8,77 9,05 <0,001
VTN 7,90 7,69 7,98 7,90 7,75 8,03 0,698

Dados expressos em medianas e percentis, Teste modificado de Wilcoxon.
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Anexo 7: Acuréacia da protedmica da HDL3; em individuos controles e com
diabetes tipo 1 por meio da curva ROC.

Proteinas Discriminagéo Erro Padréo Sig. ICI ICS Maior
(AUC) Assint. 95% 95% abundéancia
APMAP 93% 0,03 <0,001 0,87 0,98 DM1 >
PCSK9 93% 0,03 <0,001 0,86 099 DMI1>
ApoA-I| 92% 0,04 <0,001 0,85 0,99 DM1 >
ApoA-I 91% 0,04 <0,001 0,84 0,98 DM1 >
ApoA-V 90% 0,04 <0,001 0,81 0,98 DM1 >
ApoD 89% 0,04 <0,001 0,81 0,97 DM1 >
ApoM 89% 0,04 <0,001 0,80 0,97 DM1 >
SAA4 88% 0,04 <0,001 0,80 09 DM1>
ApoC-I 87% 0,05 <0,001 0,78 0,96 DM1 >
ApoC-llI 85% 0,05 <0,001 0,76 0,94 DM1 >
PLTP 84% 0,05 <0,001 0,74 0,94 DM1 >
ApoC-ll 83% 0,05 <0,001 0,73 0,93 DM1 >
HPHPR 83% 0,05 <0,001 0,73 0,92 DM1 >
PON1 75% 0,06 <0,001 0,64 0,87 DM1 >
ApoC-IV 75% 0,06 <0,001 0,64 0,86 DM1 >
LCAT 73% 0,06 0,054 0,61 0,85 DM1 >
SAA1l 73% 0,06 0,001 0,62 0,85 DM1 >
GPLD1 2% 0,06 0,001 0,60 0,83 DM1 >
ApoB 71% 0,07 0,002 0,59 0,84 DM1 >
TF 71% 0,06 0,002 0,59 0,82 DM1 >
CETP 70% 0,06 0,003 0,58 0,83 DM1 >
HBB 90% 0,04 <0,001 0,83 0,97 Controle >
GC 81% 0,05 <0,001 0,71 0,91 Controle >
ApoF 79% 0,06 <0,001 0,67 0,91 Controle >
Alb 77% 0,06 <0,001 0,66 0,89 Controle >
Al1BG 74% 0,06 <0,001 0,62 0,85 Controle >
TTR 74% 0,06 <0,001 0,62 0,85 Controle >
ApoH 73% 0,06 0,001 0,61 0,84  Controle >
CST3 71% 0,06 0,002 0,59 0,83 Controle >

Dados expressos em Area * Erro Padréo (Acuracia) e Intervalo de Confianca Superior e Inferior de 95%;
Teste de Significancia Assintética (Afastamento da Linha de Nulidade).

Abreviaturas: AUC: area sob a curva, ICI: intervalo de confianga inferior, ICS: intervalo de confianga
superior.

Obs:

(1) Valores com AUC > 0,8 tem valor discriminante isoladamente; Valores com AUC > 0,7 e <0,8
tem valor discriminante somente com duas ou mais variaveis associadas entre si.
(2) O sinal de “>” leia “mais abundante”.
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Anexo 8: Validacado interna da nota de corte da curva ROC da protebmica da

HDL3; em individuos controles e com diabetes tipo 1 (DM1).

Proteinas Controle DM1 X2 de Pearson
n % n % P

Al1BG 7,99+ 14 46,7% 6 12,0% 0,001
<7,98 16 53,3% 44 88,0%

ALB 10,51+ 18 60,0% 4 8,0% <0,001
<10,50 12 40,0% 46 92,0%

APMAP <7,33 26 86,7% 9 18,0% <0,001
>7,33 4 13,3% 41 82,0%

ApoA-I <10,91 25 83,3% 5 10,0% <0,001
>10,91 5 16,7% 45 90,0%

ApoB <735 20 66,7% 11 22,0% <0,001
7,36+ 10 33,3% 39 78,0%

ApoC-I <9,45 21 70,0% 4 8,0% <0,001
9,46+ 9 30,0% 46 92,0%

ApoC-ll <9,21 24 80,0% 9 18,0% <0,001
9,22+ 6 20,0% 41 82,0%

ApoC-llI <9,55 27 90,0% 15 30,0% <0,001
9,56+ 3 10,0% 35 70,0%

ApoC-IV <8,04 22 73,3% 19 38,0% 0,002
8,05+ 8 26,7% 31 62,0%

ApoF 9,30+ 23 76,7% 12 24,0% <0,001
<9,29 7 23,3% 38 76,0%

ApoH 8,61+ 18 60,0% 13 26,0% 0,003
<8,60 12 40,0% 37 74,0%

ApoM <9,33 26 86,7% 6 12,0% <0,001
9,34+ 4 13,3% 44 88,0%

CETP <7,92 15 50,0% 7 14,0% <0,001
7,93+ 15 50,0% 43 86,0%

CST3 8,10+ 17 56,7% 13 26,0% 0,006
<8,09 13 43,3% 37 74,0%

GC 8,12 + 24 80,0% 15 30,0% <0,001
<8,12 6 20,0% 35 70,0%

GPLD1 <7,19 27 90,0% 24 48,0% <0,001
7,20+ 3 10,0% 26 52,0%

HBB 7,61+ 26 86,7% 7 14,0% <0,001
<7,60 4 13,3% 43 86,0%

HPHPR <7,86 25 83,3% 12 24,0% <0,001
7,87+ 5 16,7% 38 76,0%

LCAT <8,51 19 63,3% 18 36,0% 0,018
>8,51 11 36,7% 32 64,0%

PLTP <8,27 24 80,0% 11 22,0% <0,001
8,28+ 6 20,0% 39 78,0%

PCSK9 <7,21 25 83,3% 2 4,0% <0,001
>7,21 5 16,7% 48 96,0%

SAAl <8,76 25 83,3% 19 38,0% <0,001
8,77+ 5 16,7% 31 62,0%

SAA4 <8,96 24 80,0% 8 16,0% <0,001
8,97+ 6 20,0% 42 84,0%

TF <8,41 27 90,0% 29 58,0% 0,002
8,42+ 3 10,0% 21 42,0%

Dados expressos em frequéncia absoluta (n) e relativa (%), Teste de Qui-quadrado de Pearson.



Anexo 9: Andlise discriminante da protedmica da HDL3 para capacidade
de discriminacdo entre individuos controles e com diabetes tipo 1.

Classificagdo do Coeficiente

da Fungdo

Protedmica HDL3 Forca de GL1 GL2 P Controle Controle

discriminagdo (Nimero de (Numero de

variaveis) individuos)

ApoA-I 87,74 1 78 0,000 -120,2 -116,5
HBB 63,23 2 77 0,000 737,6 745,0
APMAP 47,93 3 76 0,000 43,4 40,4
LCAT 41,52 4 75 0,000 12,9 7,5
PCSK9 35,57 5 74 0,000 -65,7 -62,6

Os proteomas presentes maximizam a menor razao F entre os grupos Controle e DM1.

Abreviatura: GL — grau de liberdade
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Anexo 10: Correlagdo entre variaveis clinicas e laboratoriais e o efluxo de
4C-colesterol de macréfagos mediado por HDL em individuos com
diabetes tipo 1.

Variavel

Efluxo de 14C-
colesterol de
macroéfagos

mediado pela HDL,

Efluxo de 14C-
colesterol de
macréfagos
mediado pela

HDL 4

Dados clinicos

Idade

Idade ao diagnéstico de DM1
Tempo de diagndstico de DM1
IMC

Circunferéncia abdominal

Exames laboratoriais
HbAlc

Frutosamina

CT

HDL-c

LDL-c

TG

Albumindria

eTFG

Testes vasculares

VOP

VMF dependente de endotélio
VMF independente de endotélio

r=-0,28 (P = 0,06)
r=-0,03 (P = 0,83)
r=-0,26 (P =0,17)
r=-0,16 (P = 0,30)
r=-0,16 (P = 0,30)

r=-0,08 (P = 0,61)
r=0,05 (P = 0,75)
r=-0,16 (P = 0,30)
r=-0,29 (P = 0,06)
r=0,06 (P =0,72)
r=0,12 (P = 0,43)
r=-0,34 (P = 0,02)
r=-0,03 (P = 0,02)

r=-0,15 (P = 0,45)
r=-0,12 (P = 0,54)
r=-0,14 (P = 0,50)

r=-0,26 (P = 0,08)
r=-0,16 (P = 0,31)
r=-0,07 (P = 0,65)
r=-0,03 (P = 0,85)
r=-0,16 (P = 0,30)

r=0,08 (P = 0,59)
r=0,20 (P = 0,22)
r=-0,04 (P = 0,81)
r=-0,03 (P = 0,83)
r=0,09 (P = 0,55)
r=-0,04 (P = 0,79)
r=0,21 (P =0,16)
r=-0,07 (P = 0,64)

r=0,01 (P = 0,97)
r=0,17 (P = 0,41)
r=0,19 (P = 0,39)

Teste de correlacéo de Pearson. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e significancia (P).
Abreviaturas: CT — colesterol total, eTFG — taxa de filtracdo glomerular estimada, HDL-c —
HDL-colesterol, IMC — indice de massa corpérea, LDL-c — LDL-colesterol, VMF - vasodilatacao
mediada por fluxo, VOP - velocidade de onda de pulso.
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Variavel

Efluxo de 14C-
colesterol de
macroéfagos

mediado pela HDL,

Efluxo de 14C-
colesterol de
macréfagos
mediado pela
HDL 4

Dados clinicos

Idade

IMC

Circunferéncia abdominal

Exames laboratoriais
HbAlc

Frutosamina

CT

HDL-c

LDL-c

TG

eTFG

Testes vasculares
VOP

r=-0,08 (P = 0,69)
r=-0,07 (P = 0,75)
r=-0,02 (P = 0,94)

r=0,00 (P = 0,99)
r=0,17 (P = 0,41)
r=0,19 (P = 0,35)
r=0,06 (P =0,78)
r=0,20 (P =0,32)
r=0,19 (P = 0,35)
r=-0,08 (P = 0,69)

r=0,01 (P =0,97)

r=0,31 (P =0,10)
r=0,17 (P = 0,39)
r=-0,01 (P = 0,96)

r=-0,04 (P = 0,84)
r=0,21 (P =0,27)
r=0,30 (P =0,11)
r=0,31 (P =0,10)
r=0,29 (P =0,12)
r=0,02 (P =0,92)
r=-0,36 (P = 0,06)

r=-0,03 (P = 0,89)

Anexo 11: Correlagdo entre variaveis clinicas e laboratoriais e o efluxo de
14C-colesterol de macréfagos mediado por HDL em controles.

VMF dependente de endotélio r=0,20P=032) r=-0,21(P=0,28)

Teste de correlacéo de Pearson. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e significancia (P).
Abreviaturas: CT — colesterol total, eTFG — taxa de filtracdo glomerular estimada, HDL-c —
HDL-colesterol, IMC — indice de massa corpérea, LDL-c — LDL-colesterol, VMF - vasodilatacao
mediada por fluxo, VOP - velocidade de onda de pulso.
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