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ilusao acreditar que poderemos encontrar

noutro lugar o que ela nao nos pode dar”.
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RESUMO

SEYDELL, TM. Transferéncia “in vitro” de uma nanoemulsao artificial para a
fracao HDL de pacientes com diabetes mellitus tipo 2. Sdo Paulo, 2007. 48p.
Tese - Doutorado. Faculdade de Medicina. Universidade de Sao Paulo.

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) constitui um dos mais importantes problemas de
saude publica no mundo. A alta concentracao plasmatica de triglicérides e a baixa
concentracdo do HDL-C sdo as principais alteragdes lipidicas no DM2. A
hipertrigliceridemia, além de outros fatores, pode alterar a composicao das
lipoproteinas, ocasionando alteragbes funcionais das particulas. O efeito
antiaterogénico da HDL se da, sobretudo, devido a sua acado de promover o
Transporte Reverso do Colesterol, sendo a troca lipidica entre as lipoproteinas uma
das etapas desse processo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o tamanho da
particula de HDL e sua capacidade em receber seus lipides constituintes de outras
lipoproteinas. O método é baseado na troca lipidica ocorrida entre uma
nanoemulséo artificial (LDE) marcada radioativamente com '*C-CL e *H-TG ou "C-
FL e *H-CE que se assemelha a estrutura lipidica da LDL, usada como doador de
lipideos. Neste trabalho foram estudados 45 pacientes diabéticos (537 anos) e 45
individuos sem a doenca (558 anos), como grupo controle. As taxas de
transferéncia de colesterol livre e fosfolipides para a HDL foram maiores no grupo
dos pacientes diabéticos quando comparados com o grupo controle (CL= 7,1£1,7 e
6,4t1,4%, p=0,0400; FL= 23,6+2,4 e 19,3%£3,3%, p<0,0001, respectivamente). No
entanto, ndo houve diferenca na transferéncia de éster de colesterol e triglicérides
entre os pacientes diabéticos e individuos controles. O tamanho da particula de HDL
também né&o foi diferente entre os grupos. As transferéncias de éster de colesterol,
triglicérides e colesterol livre correlacionaram-se positivamente. Houve também
correlagdo positiva entre a concentracédo plasmatica do colesterol total e LDL-C com
a taxa de transferéncia de triglicérides e entre a concentragcédo plasmatica da apoAl
com a taxa de transferéncia de éster de colesterol e de colesterol livre. Em virtude da
particula de HDL ter importante papel antiaterogénico, a maior transferéncia de FL e
CL para a HDL no DM2, podem ser relevantes para estabelecer mecanismos
antiaterogéncios associados a alteracdes na lipoproteina relacionados com o DM2.

Descritores: 1. Diabetes mellitus tipo 2. 2. Lipoproteina HDL. 3. Nanoparticulas



ABSTRACT

SEYDELL, TM. Lipid transfer “in vitro” from an artificial nanoemulsion to the
HDL fraction in patients with type 2 diabetes. Sao Paulo, 2007. 48p. Doctoral
Thesis Defense - Faculdade de Medicina. Universidade de S&o Paulo.

Type Il diabetes mellitus has become one of the world’s main public health issues.
High triglyceride concentrations and low HDL-C concentrations are the main in the
plasma lipids found in DM2. Hipertriglyceridemia is but one of the factors that cause
lipoprotein composition, which in turn can cause alterations in particle function. The
antiatherogenic effect of HDL is due primarily to its ability to promote Reverse
Cholesterol Transport, in which lipid transfer between lipoproteins is one step in the
process. The objective of this study was to evaluate HDL particle size and its
capacity to accept lipid constituents from other lipoproteins. The methodology utilized
is based on the lipid transfer between with an artificial cholesterol-rich nanoemulsion
labeled with ®H-tryglicerides (TG) and 'C-free cholesterol (FC) or *H-cholesteryl
ester (CE) and '*C-phospholipids (PL), structurally similar to LDL, used as a
radioactive lipid donator. After LDE and other lipoprotein precipitation, the capacity of
HDL to receive lipids is quantified by measuring the radioactivity present in the
lipoprotein. Forty-five diabetic individuals (53+7) and 45 non-diabetic individual
(55%8) as a control group were studied. The free cholesterol (FC) and phospholipids
(PL) transfer rate to HDL was higher for the diabetic group when compared with
control group (FC= 7.1£1.7 e 6.4+1.4%, p=0.0400; PL= 23.6+2.4 e 19.3%+3.3%,
p<0.0001, respectively). However, there was no transfer difference of the cholesteryl
ester and triglycerides between the two study groups. No difference in the HDL
particle size was observed in either group. There was found correlations between the
lipid transfer rates and between the transfer rates and the lipoprotein profile of the
diabetic individuals were also analyzed. The transfer of cholesteryl ester, triglycerides
and free cholesterol correlated positively. There was also a positive correlation
between the plasmatic concentration of total cholesterol and LDL-C with the
triglyceride transfer and between the plasmatic concentration of apoAl with the
cholesteryl ester and free cholesterol. This pattern of greater PL and FC transfer to
HDL associated with DM2 can be a marker related to functional alterations in HDL
that may contribute to atherogenic in those patients.

Descriptors: 1. Type 2 diabetes mellitus. 2. Lipoproeins HDL. 3. Nanoparticles



1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) constitui um dos mais importantes
problemas de saude publica no mundo, principalmente em paises desenvolvidos,
onde sdo observados os maiores indices de sua prevaléncia e incidéncia (ROMAN;
HARRIS, 1997). Estimativas sugerem mais de 170 milhdes de pessoas (2,8%), que
em 2030 chegaria a 360 milhdes (4,4%) (WILD et al., 2004).

No Brasil, calcula-se que existam 5 milhdes de diabéticos, 7,6% da
populacdo. A estimativa para 2030 na populagdo brasileira chegara a
aproximadamente 11 milhdes de casos, estando entre as dez principais causas de
mortalidade no pais (WILD et al., 2004).

A alta prevaléncia se deve a inter-relacdo do diabetes com a doenga
cardiovascular, principal causa de morbidade e mortalidade nos diabéticos tipo 2,
sendo responsavel por 75-80% dos o6bitos (KANNEL; MAGEE, 1979; BONOW et al.,
1996; HSUEH; LAW, 1998). De acordo com recentes estimativas realizadas pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), aproximadamente um terco da mortalidade
no mundo € decorrente da doenga cardiovascular (OMS, 2004). Pacientes diabéticos
apresentam 3 a 4 vezes mais chance de desenvolver doenga coronariana (DAC)
(MANSON et al., 1991).

O DM2 ¢é uma doenga metabdlica complexa e multifatorial caracterizada
por hiperglicemia resultante da resisténcia a agdo da insulina ou da deficiéncia na
secrecao desta (CARPENTER et al., 1992; ECDCDM, 1997; ECDCDM, 2003; ADA,
2006; LYRA et al., 2006). As causas da doenca ainda nao sao perfeitamente

conhecidas, mas sao atribuidos a uma grande predisposicdo genética,



sedentarismo, hipertensao arterial, dislipidemia, estresse, idade avangada, farmacos
e a obesidade (ROBERT,1998).

A dislipidemia no DM2 €& um importante fator de risco para a doenga
coronariana (DURRIGTON, 1998; BALLANTYNE et al., 1999). Esta é caracterizada
por uma hipertrigliceridemia e baixa concentragdo plasmatica do HDL-colesterol
(HDL-C) (KREISBERG et al., 2003), acompanhada por maior produgao de particulas
de LDL-C pequenas e densas, as quais sdo consideradas mais aterogénicas
(ROBERT,1998).

A baixa concentracao plasmatica do HDL-C correlaciona-se com aumento
na producao da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) (ROBERT, 1998). O
aumento da producdo hepatica de VLDL leva ao aumento da concentracao
plasmética de triglicérides (McENENY et al., 2000), provavelmente decorrente da
resisténcia insulinica. O aumento na concentracéo plasmatica de triglicérides e VLDL
refletem o aumento na concentragdo plasmatica da apolipoproteina B (apo B). Esta
apolipoproteina é também um fator proaterogénico bastante relevante na
dislipidemia diabética (YUSUF et al., 2004). A hipertrigliceridemia pode alterar a
composicado das lipoproteinas (CAVALLERO et al.,, 1995; BRITES et al., 1999;
PASSARELLI et al., 2000), aumentando a transferéncia de lipides provenientes de
outras classes de lipoproteinas e aumentando o catabolismo da lipoproteina de alta
densidade (HDL) (BAGDADE et al.,, 1991; GUERIN et al., 1995, 2000a; ROBERT,
1998).

O efeito antiaterogénico da HDL se da sobretudo devido a sua
propriedade de transportar lipides dos tecidos periféricos para o figado, conhecido
como Transporte Reverso do Colesterol (TRC) (BRITES et al., 2000; WANG; BRIGS,

2004; BENJAMIN et al., 2005; LEWIS; RADER, 2005; BENJAMIN et al., 2005). Uma



das etapas deste processo € a troca bidirecional de lipides entre as lipoproteinas.
Estas trocas sdo realizadas por colisbes ou facilitadas pelas proteinas de
transferéncia, como a proteinas de transferéncia de éster de colesterol (CETP) e
proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP). A CETP promove a transferéncia
de éster de colesterol (CE) das lipoproteinas ricas em triglicérides (VLDL, LDL) em
troca de triglicérides (GROENER; KOSTNER, 1987). Esta proteina é, entdo um
importante modulador na composicao das lipoproteinas plasmaticas (ARl et al.,
1997), além de participar na determinagdo da concentracdo plasmatica do HDL-C
(NAVAB et al., 2004a). A PLTP facilita a transferéncia principalmente de fosfolipides
das lipoproteinas que contém apolipoproteina B (apo B) para as HDL, apresentando
relevante importancia na regulagcdo das mesmas (SETALA, et al., 2007;
HUUSKONEN, et al., 2000).

As transferéncias de lipides entre as lipoproteinas sdo dependentes da
estrutura e da concentragdo da lipoproteina doadora e da receptora (GROENER;
KOSTNER, 1987; BAGDADE, 1991; GUERIN et al., 1995), assim como da atividade
das proteinas de transferéncia j& mencionadas (TALL et al., 1985; ALBERS et al.,
1996; LAGROST et al., 1998; EHNHOLM, 1999; VAN TOL et al., 1999).

Alteragdes no metabolismo lipidico relacionados também ao TRC estao
envolvidas nos mecanismos da aterosclerose no diabetes, sendo também
essenciais para a homeostase do colesterol no organismo. Neste estudo, a
habilidade da HDL no DM2 em receber lipides simultaneamente, como
colesterollivre (CL), éster de colesterol (CE), fosfolipides (FL) e triglicérides (TG) foi
avaliada por meio de uma nanoemulsao artificial (LDE) com composi¢ao lipidica
semelhante a lipoproteina de baixa densidade (LDL) natural e também foi

mensurado o tamanho das particulas de HDL.



1.1. Metabolismo lipidico

Os lipides da dieta sofrem hidrélise pelas lipases pancreaticas e intestinal
(PATSCH,1998). No processo de digestdao, estes lipides, juntamente com os
fosfolipides, acidos e sais biliares formam as micelas. A formacdo dessas micelas é
fundamental para o aumento da acdo das lipases que hidrolisam os lipideos
complexos, tornando-os mais simples e mais facilmente absorviveis. Os produtos da
hidrélise difundem-se para a mucosa intestinal. Os lipides absorvidos no interior das
células sao reconvertidos em triglicérides, e juntamente com o colesterol da dieta,
sao acrescidos de proteinas sintetizadas nas células da parede, para entdo formar
0s quilomicrons, os quais possuem como principal componente protéico a apo B-48
(PATSCH,1998).

Pelo ducto toracico, os quilomicrons atingem a circulagao sanguinea, onde
sofrem a acéo da lipase lipoprotéica (LLP) e trocas de componentes lipidicos com
outras lipoproteinas, principalmente as HDL, enriquecendo-se em apo ClI. A apo ClI
€ um cofator de ativagdo da LLP. Uma vez ativada, essa enzima inicia o processo de
hidrélise dos triglicérides, liberando monogliceréis e acidos graxos (BLANCHETTE-
MACKIE, 1973). A apo Clll, também presente na lipoproteina, inibe a LLP, dando o
gatilho para o final do catabolismo (WANG; TALL, 2003).

As particulas resultantes do processo de lipdlise sdao denominadas
remanescentes de quilomicrons (GOLDMAN; BRAUNWALD, 2000). Os
remanescentes de quilomicrons, simultaneamente adquirem apo E, que tem alta
afinidade pelo receptor B/E (receptor de LDL), presente nas células hepaticas

(DOMINICZAK, M. H., 1997). Entdo a remogao dos quilomicrons na circulagao



ocorre pela interagdo deste receptor com a apo E, sendo entdo metabolizados. Seus
componentes de superficie contribuem para a formagao da HDL.

O figado langa a circulagdo as VLDL que, de modo andlogo aos
quilomicrons, sofrem acao da LPL. Apds sua secrecao na circulacado, a VLDL entra
em contato com outras lipoproteinas e através de colisbes com a HDL, adquire da
mesma as apos E e CIll. A partir do catabolismo da VLDL, serdao formadas as
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL) podendo seguir dois caminhos
(THOMPSON et al., 2002) as maiores sao removidas pelo figado através da ligacao
ao receptor especifico de apo E e de apo B e E (receptor B/E ou receptor de LDL) ou
as particulas de menor tamanho podem ser removidas pelo figado ou continuarem
perdendo triglicérides e fosfolipides através da agao da Lipase Hepatica (LH). As IDL
perdem todas as apos com exce¢ao da apo B-100 e se convertem em LDL.

As LDL tém como funcdo, transportar colesterol para a sintese de
membranas de células em divisdo e a sintese de hormoénios esterdides no cortex da
supra-renal e gb6nadas. Sua catabolizagdo ocorre através de interagcdo com
receptores especificos presentes na superficie das células nos tecidos hepaticos e
extra-hepaticos, que reconhecem as apos B-100 e E. O figado € o principal 6rgéao
responsavel pela sua captacao (THOMPSON et al., 2002). A regulagédo do receptor
de LDL é o principal fator que controla as concentracées plasmaticas de LDL-C.
Defeitos no receptor ou na apo B-100 dificultam a captacdo celular da particula e
resultam na sua remocao plasmatica deficiente e consequentemente aumento da
concentracdo plasmatica de LDL-C. O aumento da concentracdo de LDL-C no
espaco subendotelial pode levar a sua oxidagcdo e ocasionar mudangas na sua
composicao lipidica e protéica. Ha, entdo, maior possibilidade de a LDL tornar-se

pequena e densa e de a LDL ser oxidada. Uma vez modificada, esta passa a nado



ser reconhecida por receptores especificos e € removida da circulagdo sanguinea
através de receptores de varredura ou receptores “scavenger” (SRB-1), presentes
em células do sistema reticulo endotelial, como macrofagos. Essas células tornam-
se repletas de colesterol, convertendo-se em células espumosas, cujo aparecimento

€ 0 evento inicial no processo aterogénico (THOMPSON et al., 2002).

1.2. HDL e Transporte Reverso do Colesterol

A lipoproteina de alta densidade é formada por um grupo de particulas
bastante heterogéneas. As HDL sdo as menores (7-17nm) e as mais densas
(1,063<d<1,21 g/mL) das fragdes lipoprotéicas plasmaticas (SEGREST et al., 2000;
KOPPAKA, 2001; LUND-KATZ et al., 2004), possuem migragéo eletroforética a e
sao subdivididas de acordo com seu conteudo lipidico, com seu tamanho e com a
quantidade de proteinas. Sua estrutura consiste em um nucleo lipidico hidrofébico
de éster de colesterol (15 a 20%) e pequena quantidade de triglicérides (2 a 7%).
Este ndcleo é circundado por uma camada monofésica de fosfolipides (26 a 32%),
colesterol ndo esterificado (3 a 5%) e apolipoproteinas (45 a 75%) (SEGREST et al.,
1999,2000; BENJAMIN et al., 2005). Sao subdivididas em quatro subclasses: HDL,
HDL,, HDL3; e HDL4, sendo as HDL, e as HDL3 as mais abundantes no plasma
(EISENBERG, 1984).

A apo Al é o maior componente estrutural da HDL, fazendo parte de
aproximadamente 70% de suas proteinas. A segunda maior apolipoproteina da HDL
€ a apo All, representando 20%. Outras proteinas também sdo encontradas em

menores quantidades como as apo E, apo AlV, apo V, apo J, apo Cl, apo Cll e apo



Clll (ASZTALOS; SCHAEFER, 2003; BARTER et al., 2003; KARLSSON et al.,
2005).

A HDL é formada no figado e intestino e é langada na circulagado sob a
forma discéide (prép-HDL). As apos Al proveniente do catabolismo das
lipoproteinas ricas em triglicérides sao lipidadas. A lipidacdo ocorre pela remocgao
de fosfolipides e colesterol de tecido hepatico e extra-hepatico através do
transportador de membrana “ATP-binding cassete transporter A1” (ABCA1),
formando a HDL discoide (ORAM, 2002; WANG; TALL, 2003; SMITH et al., 2004).
O ABCA1 é um importante regulador do efluxo do colesterol celular e da lipidagao
da apo Al, sendo o mediador na formacao da HDL esférica e madura (ORAM, 2002;
KONTUSH; CHAPMAN , 2006). As apolipoproteinas All e AlV, por serem capazes
de facilitar o efluxo celular de fosfolipides e colesterol, também sofrem lipidagcéo
dando origem as prép-HDL. A HDL pode também ser formada a partir da agéo da
LLP nas lipoproteinas ricas em triglicérides, que entdo, liberam apolipoproteinas,
fosfolipides e colesterol (BARTER et al., 2003). Esta HDL nascente é instavel
(ATMEH; ABDELRAZEQ, 2005) e requer lipides (ORAM, 2002).

Na fracdo plasmatica contendo HDL também sdo encontradas enzimas e
proteinas envolvidas no metabolismo lipidico, incluindo a LCAT, CETP, PLTP e
enzimas antioxidantes (NAVAB et al., 2004a; KONTUSH, 2004), o que confere a
lipoproteina outras fungdes além do transporte reverso do colesterol, como: acao
antioxidante, antiinflamatéria, producdo de Oxido nitrico, antitrombdtica e
antiplaquetaria (TOMAS, 2004; ASSMANN; NOFER, 2003; ASSMANN; GOTTO,
2004; NAVAB et al., 2004b).

Uma importante funcao da HDL & promover o TRC, no qual o colesterol é

transportado dos tecidos periféricos até o figado, onde é excretado. Dessa forma,



esse transporte evita que o colesterol se acumule nas células, o que seria um grave
transtorno a homeostase. O efluxo do colesterol pode ocorrer de duas maneiras
distintas (YOUNG et al., 2004). Uma forma inespecifica que se reflete na difuséo
passiva aquosa do colesterol para fora da membrana celular na direcdo de
moléculas receptoras em funcdo do gradiente de concentracdo celular, nao
havendo necessidade de uma ligagdo a um receptor especifico (BARTER et al.,
2003). A segunda forma, a interacdo da HDL com os receptores SR-B1 pode
promover o efluxo de colesterol se houver um gradiente de concentracéo favoravel
(RADER, 2002). Esta forma de efluxo envolve interagbes especificas, sendo
dependente de proteinas de membrana plasmética.

Depois da captacdo do excesso de colesterol das células de tecidos
periféricos e da superficie das lipoproteinas ricas em triglicérides, a HDL discdéide &
convertida em uma particula menor, a HDL3; que possui forma esférica e um nucleo
hidrofébico. Esse processo de conversdao chamado esterificagdo € mediado pela
enzima lecitina-colesterol-acil-transferase (LCAT), enzima sintetizada e secretada
principalmente pelo figado. A LCAT, ativada pela apo Al (JONAS, 2000), transfere
um &cido graxo da posi¢ao-2 do fosfolipide (lecitina) para o grupo hidroxila da
molécula de colesterol.

A HDLj3 continua a receber colesterol e principalmente fosfolipides das
membranas celulares, mas agora através do receptor SRB-I que estdo presentes no
figado, mondcitos e glandula adrenal (RUBINS et al., 2000). A HDL; também recebe
colesterol nao esterificado e fosfolipides provenientes da lipdlise realizada pela LLP
dos quilomicrons e da VLDL por intermédio da proteina de transferéncia de
fosfolipides (VON ECKARDSTEIN et al., 2001). Este colesterol recebido pela PLTP

também é esterificado pela LCAT, formando, entdo a HDL; em uma particula maior,



a HDL, (VON ECKARDSTEIN et al.,, 2001). O colesterol esterificado da HDL, é
transferido, por meio da proteina transportadora de éster de colesterol, da HDL, para
as demais lipoproteinas que contém apo B (GLOMSET, 1970; MARCEL et al., 1980;
VAN TOL, 2002; LE GOFF et al., 2004). As lipoproteinas ricas em triglicérides, por
sua vez transferem triglicérides para a HDL, Os triglicérides recebido pela HDL,
tornam-se substrato para a lipase hepatica. A lipase hepatica (LH) é uma
glicoproteina hidrofébica produzida pelo figado e que esta em associacdo com as
lipoproteinas no plasma, convertendo a HDL, novamente em HDL3, que retorna para
o ciclo de remoc¢ao tecidual do colesterol ou continuam a sofrer degradagao dos
seus constituintes (EISENBERG, 1984; VON ECKARDSTEIN et al, 2001;
SANTAMARINA et al., 2004). A HDL também desempenha a importante fungéo de
doar apolipoproteinas para o quilomicron, VLDL e IDL, necessarios ao metabolismo
das mesmas (KWITEROVICH Jr., 2000).

Este conjunto de acontecimentos entre as lipases e o receptor SRB-I
resulta no remodelamento da HDL,, originando as prép-HDL e retornando ao ciclo

de remocgéo tecidual.

1.3. Nanoemulsao artificial

O metabolismo das lipoproteinas tem sido investigado através do uso de
uma nanoemulsdao com composicao lipidica semelhante a LDL natural (LDE), mas
sem a parte protéica da lipoproteina (GINSBURG et al., 1982; MARANHAO et al.,
1993). Resultados obtidos em estudos com ratos mostraram que a LDE apresentava

cinética plasmatica semelhante a da LDL natural, sugerindo que estivesse sendo



captada pelos mesmos receptores que retiram a LDL da circulagdo. A LDE nao tem
proteina, mas na circulacao plasmatica, em contato com as lipoproteinas naturais,
adquire apo E, que é reconhecida pelo receptor da LDL (MARANHAO et al., 1993).
Estudos de competicdo em linfécitos mostraram que a LDL natural compete com
LDE pela captacao celular, comprovando que a remocao de ambas se da pelo
mesmo receptor especifico (MARANHAO et al., 1997). No entanto, a particula
artificial tem mais afinidade pelos receptores da LDL do que a prépria LDL natural
(HIRATA et al., 1999). Isto acontece porque o meio ligante ao receptor utilizado pela
LDE é a apo E, que tem mais afinidade pelo receptor do que a apo B100 da LDL
natural.

Em outras experiéncias, a LDE foi injetada em individuos

normolipidémicos e em portadores de hipercolesterolemia (MARANHAO et al.,
1997). Nesta situacéo, o defeito basico consiste em receptores B e E defeituosos,
0 que resulta em captagado deficiente da LDL e seu acumulo no plasma. Nestes
pacientes a LDE foi removida muito lentamente da circulagdo, confirmando o
comportamento esperado e mostrando o potencial da nanoemulsdo como
instrumento para investigacao das dislipidemias.

Portanto, viu-se a possibilidade de utilizar a LDE como modelo de
lipoproteina doadora de lipides na investigacao da capacidade da HDL de receber

colesterol livre, éster de colesterol, triglicérides e fosfolipides de lipoproteinas.



1.4. JUSTIFICATIVA

A baixa concentragao plasmatica da HDL € um fator de grande relevancia
na dislipidemia diabética (TASKINEN, 2003). Além da concentracdo diminuida da
HDL, muitos estudos vém explorando os aspectos qualitativos desta lipoproteina.

Alteracbes quimicas e modificacbes na composicdo das HDL estédo
também envolvidas nos mecanismos da aterosclerose no diabetes, ocasionando
menor eficiéncia no efluxo do colesterol (CAVALLERO et al.,1995; PASSARELLI et
al., 2000; BRITES et al., 1999). E importante salientar que essas alteragdes podem
estar relacionadas a alteragbes da funcéo antiaterogénica da lipoproteina (HANSEL
et al., 2004; NOBECOURT et al., 2005).

Visto que o transporte reverso e outras fungdes da HDL dependem de
trocas lipidicas que constantemente remodelam a estrutura da lipoproteina, o
movimento de lipideos recebidos e doados pela HDL é possivelmente importante
para a manutencao da estrutura, estabilidade e funcéo da particula (NORATA et al.
2006; FERRETTI et al., 2006).

Em nosso laboratério, foram desenvolvidas metodologias originais
visando abordar o problema de alguns dos aspectos qualitativos da HDL e suas
relacdes com diversas doencas. Esses métodos consistem na determinacdo do
didmetro médio das particulas de HDL no plasma e no processo de transferéncia de
colesterol livre, éster de colesterol, triglicérides e fosfolipides para a HDL. Para
tanto, na avaliacdo da transferéncia é utilizada uma nanoemulsao artificial como

doadora de lipides radioativos.



Esta abordagem permite avaliar a capacidade da HDL de pacientes DM2
de receber seus principais constituintes lipidicos e o possivel envolvimento de

alteracoes nesta via do transporte reverso do colesterol com a doenca.



2. OBJETIVOS

- Verificar in vitro se o tamanho das particulas de HDL e sua capacidade
de receber lipides de uma nanoemulsao artificial estdo alteradas em pacientes com

DM2.



4. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

3.1. Casuistica

Os pacientes foram selecionados no Ambulatério do Instituto do Coracao
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(InCor — HC — FMUSP), os quais foram convidados a comparecer no laboratorio
com 12h de jejum para a coleta de sangue e realizagdo da anamnese clinica.

Antes de ingressarem no estudo foi explicado aos participantes o objetivo
do projeto. Todos assinaram termos de consentimento livre e esclarecido apos
detalhada explicagcéo verbal feita pelo pesquisador responsavel. O protocolo deste
estudo de niimero FR-052212 foi analisado e aprovado pela Comissao de Etica em
Pesquisas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de

Sao Paulo.

- Grupo Diabético: Os pacientes eram diabéticos por pelo menos 5 anos,
jA haviam sido diagnosticados previamente e foram considerados sem
complicagbes diabéticas crénicas evidentes de acordo com o controle clinico
realizado pelos profissionais de saude que lhes prestam assisténcia. Os pacientes
apresentavam hemoglobina glicada (HbAc) de valor igual ou superior a 7% (ADA,
2006), com média de idade de 53 + 7 anos, sendo 20 do sexo feminino e 25 do
sexo masculino. Os pacientes eram sedentarios, ndo apresentavam disfuncao
hepatica clinica, renal (cratinina sérica = 1,5mg/dL), tireoideana (TSH = 2,5ug/dL) ou
neoplasia, ndo faziam uso freqlente de bebida alcodlica e apresentavam média do

indice de Massa Corporal (IMC) de 27,5 + 2,2 kg/m?. Onze pacientes (24%) eram



tabagistas, 21 (46%) eram hipertensos, 32 (71%) faziam uso de metformina
(300mg/dL), 3 (6%) de glibenclamida e 10 (22%) faziam uso de metformina em
combinagdo com glibenclamida. Dos 45 participantes, 5 faziam uso de estatinas, as

quais foram suspensas por 2 meses que antecederam o estudo.

- Grupo Controle: Foram estudados 45 individuos com média de idade
55 + 8 anos, sendo 22 do sexo feminino e 23 do sexo masculino,
normolipidémicos, ndo hipertensos, sedentarios, ndo tabagistas, nao faziam uso
freqlente de bebida alcodlica. Estes individuos apresentavam IMC de 24,9 + 5,0

kg/m?.

3.2. Material e Métodos

3.2.1. Determinacodes bioquimicas

Foram realizadas as determinagdes bioquimicas dos pacientes diabéticos
e individuos controle do colesterol total (CT), fracées (VLDL, LDL e HDL),
triglicérides (TG), glicemia de jejum em amostras de soro obtidas apés 12 horas de
jejum. A determinacdo do CT e HDL-C foi realizada pelo método colorimétrico-
enzimatico, COD-PAD (Labtest Diagnostica S.A, Minas Gerais, Brasil ). As
concentragdes do colesterol de LDL e VLDL foram determinadas segundo a férmula
de Friedewald (1972).

As determinacdes da HbAic e das concentracdes plasmaticas da apo Al e

apo B foram realizadas pelo método imunoturbidimétrico.



3.2.2. Tamanho da HDL

O tamanho da particula de HDL foi determinado por espalhamento de luz
utiizando o equipamento Laser Light Scattering (ZetaPALMS, Brookhaven Instr.
Corp.) (LIMA; MARANHAO, 2004). Em uma amostra de plasma com EDTA obtida
apos coleta de sangue e centrifugacdo a 3.000 rpm por 15 minutos foram
adicionados 500 pL do precipitante polietilenoglicol 8.000 (40%) em 500 pL de
plasma. O conteudo foi agitado por 30 segundos e centrifugado por 10 minutos a
3.000 rpm. Ocorrendo a separacao por precipitacdo quimica das fragdes que
contém apo B (VLDL, LDL), foram coletados 500 uL do sobrenadante contendo HDL
o qual foi diluido em uma solucao de NaCl 0,15M e 0,01% de EDTA (pH 7,5) e
filtrado através de um filtro millipore® 0,22 mu de porosidade.

O diametro das particulas (nm) em solugdo foi mensurado pela luz
espalhada, coletada em um angulo de 90° e expressos pelo resultado médio obtido

em 5 corridas de um minuto cada.

3.2.3. Preparo da nhanoemulsao

A nanoemulsao foi preparada segundo a técnica descrita por GISNBURG
et al. (1982) modificada por MARANHAO et al. (1993).

Foram pipetados em dois frascos de vidro 40 mg de fosfatidilcolina, 20 mg
de colesterol oleato, 1 mg de trioleina e 0,5 mg de colesterol livre (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, EUA), dissolvidos em cloroférmio-etanol (2:1 v/v).

Posteriormente, foram adicionados as misturas de lipides os radioisétopos [*C]



colesterol oleato e ['*C] fosfatidilcolina ou [*H] colesterol e [*H] glicerol tri oleato
(Amersham, Little Chalfont, Buckinghanshier, UK).

A seguir, cada mistura de lipides foi seca sob fluxo de nitrogénio, em
banho de 4gua (37°C) e mantida em dessecador a vacuo, por 16 horas, a 4°C, para
a remocao total dos solventes residuais. Ao final desse tempo, se adicionou 10 mL
de tampao TRIS-HCI 0,01 M, pH 8,0 as misturas dessecadas. A seguir, as
suspensdes de lipides foram emulsificadas por irradiacdo ultrassbnica durante 3
horas, sob atmosfera de nitrogénio, com temperatura variando entre 51 e 55°C, na
qual os componentes estdo em estado de transi¢cao cristal-liquido, controlada por
termémetro digital inserido diretamente nos frascos de vidro. A irradiagdo
ultrassonica foi realizada com uma poténcia de 125 watts, em modo continuo de
operagdo por um sonicador 450 (Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT,
USA), equipado com ponta de titanio de 1 cm de didmetro.

Ao término da irradiagdo ultrassdnica as duas nanoemulsdes foram
purificadas por ultracentrifugagdo (Ultracentrifuga Sorvall, modelo OTD Comb,
Wilmington, EUA) equipada com rotor TH 641, durante 30 minutos, a 35.000 rpm, a
4°C. O sobrenadante das solugbes (1,0 mL), contendo particulas que flotam em
densidade 1,006 g/ml, foram descartados. O volume restante foi submetido a nova
ultracentrifugacéo a 35.000 rpm, durante 2 horas, a 4°C, apés adicdo de brometo de
potassio sélido (KBr), para ajustar a densidade em 1,210 g/mL. Do sobrenadante
foram removidos 2,0 mL, os quais continham a fracao das particulas de tamanho e
composicao desejados. O KBr foi removido por didlise, contra 2 trocas de 1000
volumes tampéao tris HCI 0,01 M, pH 8. Finalmente, as emulsdes foram esterilizadas
por filtracdo em membrana Milipore (0,22 mu de porosidade) sob fluxo laminar e

armazenadas a 4°C por no maximo quinze dias.



A vidraria utilizada no preparo das emulsdes foi submetida a um
processo de despirogenizagdo através de vapor seco, 180°C, durante 2 horas e
esterilizagdo em vapor umido, 120° C, durante 30 minutos. Os materiais plasticos
foram esterilizados através de exposicao a luz ultravioleta de onda curta, as quais
possuem um componente com comprimento de onda de 253,7 nm durante 12
horas. Todo o procedimento de preparo das emulsdes foi realizado em capela de

fluxo laminar vertical.

3.2.4. Ensaio da transferéncia dos lipides da nanoemulsao para a HDL

Realizada a coleta de sangue com EDTA (1,5 g/L) foram obtidos 200 pL
de plasma por centrifugacao (centrifuga Sorval RT7), a uma rotacao de 3.000 rpm
durante 15 minutos. Os 200 pL foram incubados a 37°C em agitador orbital
Gyromax 706R em ependorff com 50 puL da nanoemulsdo marcada radioativamente
com '“C-colesterol livre e >H-triglicérides ou com °H-colesterol éster e '*C-
fosfolipides. Apds 1hora, foram adicionados 250 pL do precipitante de lipoproteinas
que contém apo B (Sulfato de Dextran 0,2% e Cloreto de Magnésio a 0,3 mol/L,
V/V).

A solucéo foi agitada por 30 segundos e depois centrifugada a 3.000 rpm
por 10 minutos, ocorrendo, entdo, a precipitacdo desta emulsao juntamente com as
particulas contendo apo B. Finalmente, 250 uL do sobrenadante foram pipetados
em tubos de cintilacdo com 5 mL de solucdo cintiladora (Packard BioScience,

Groeningen, Netherlands) para a realizagdo da contagem da radioatividade no



sobrenadante. A radioatividade foi mensurada por meio do equipamento Packard
1600 TR model Liquid Scintillation Analyzer (Palo Alto, CA).

Para andlise e corregcdo de interferentes durante as etapas de
precipitagéo e contagem da radioatividade, foi utilizada uma amostra “branco”. Esta
amostra consiste de 200 pL de solugcdo tampao TRIS-HCI (pH 7,4) com 50 yL da
nanoemulsao, seguindo todo o protocolo do ensaio conforme descrito acima.

A transferéncia dos quatro lipides marcados foi expressa em
percentagem da radioatividade transferida da LDE para a HDL por hora de uma

amostra de plasma, incubada e sem a adi¢cao do precipitante (amostra padrao).

3.3. Analise estatistica

Todos os valores foram expressos em média *+ desvio padrdo (M + DP),
considerando-se como nivel critico para probabilidade de significancia valores
<0,05.

As andlises de comparacbes entre os dois grupos foram realizadas
utilizando-se t-test quando os dados se apresentaram de forma Gaussiana e o teste
Mann-Whitney quando os dados mostraram distribuicdo nao Gaussiana.

O coeficiente de correlacdo linear de Spearman foi aplicado para
correlacionar os lipides transferidos da nanoemulsdo para a HDL com os
parametros analisados e entre as transferéncias dos quatro lipides. Os parametros
analisados foram considerados significativamente diferentes quando P bicaudal foi <

0,05 para um intervalo de confianca de 95%.



™

Utilizou-se software GraphPad Prism ', versdo 3.0 para as analises

estatisticas.



4. RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os valores como média e desvio padrao das
concentracoes plasmaticas dos lipides, a concentracdo plasmatica das
apolipoproteinas, e a média do tamanho das particulas da fracdo HDL dos
pacientes diabéticos e dos individuos controles. A concentracdo plasmatica da
glicose nos diabéticos foi 42% maior em comparacdo com O grupo controle,
p<0,0001.

Nao houve diferenca nas concentragdes plasmaticas do colesterol total,
LDL-C e apo Al entre o grupo de pacientes diabéticos e o grupo controle, p<0,05. A
concentracdo plasmatica do HDL-C no grupo dos pacientes diabéticos foi 14,5%
menor (p=0,0311) e a concentragdo plasmatica dos triglicérides 41% maior
(p<0,0001), quando comparados com os individuos controles. Houve aumento de
aproximadamente 40% na concentracdo de VLDL-C nos pacientes com DM2
(p<0,0001).

Nos pacientes diabéticos, a concentracdo plasmatica da apo B foi maior
do que a do grupo controle, p=0,0121. N&o houve diferenga no tamanho das
particulas de HDL entre ambos os grupos estudados.

A Tabela 2 mostra os valores em porcentagem de lipides (éster de
colesterol, fosfolipides, triglicérides e colesterol livre) transferidos da nanoemulsao
para a HDL dos pacientes diabéticos e dos individuos controles.

Nao houve diferenca na transferéncia de éster de colesterol e triglicérides
da nanoemulsdo para a HDL nos pacientes diabéticos quando comparados aos

individuos controles. Com relagao a transferéncia de colesterol livre e fosfolipides,



estas se apresentaram aproximadamente 9 e 18% maior no grupo dos pacientes
diabéticos quando comparados com o grupo controle.

A Tabela 3 mostra os resultados das andlises de correlagbes entre os
valores das transferéncias em porcentagem dos lipideos da nanoemulsdo para a
HDL no grupo dos pacientes com DM2. Houve correlagdo positiva entre as
transferéncias de éster de colesterol e colesterol livre (r= 0,4898), entre as
transferéncias de éster de colesterol e triglicérides (r= 0,4425) e entre as
transferéncias de triglicérides e colesterol livre (r= 0,5131).

A Tabela 4 mostra os resultados das correlagdes entre as transferéncias
em porcentagem dos quatro lipides para a HDL e os demais parametros analisados
no grupo de pacientes diabéticos. Houve correlagdo positiva entre a transferéncia e
triglicérides com a concentragéo plasmatica de colesterol (r= 0,2940) e do LDL-C (r=
0,2915). Também foi encontrada correlagcdo positiva entre a concentragédo
plasmética da Apo Al com a transferéncia de éster de colesterol (r= 0,3639) e de

colesterol livre (r=0,3682).



Tabela 1: Concentracéo plasmatica dos lipides, das apolipoproteinas e da glicose
dos pacientes diabéticos e do grupo controle.

Grupo Controle Diabéticos

Parametros (mg/dL) (n=45) (n=45) P*
Colesterol Total 172 £ 25 170 + 48 ns
HDL-C 48 + 11 41+12 0,0311
LDL-C 104 + 26 94 +44 ns
VLDL-C 207 33+17 < 0,0001
Triglicérides 99 + 38 169 £ 80 < 0,0001
Apo Al 137+ 14 132 £ 27 ns
Apo B 71126 88 + 26 0,0121
Glicose 92+9 157 + 82 < 0,0001
HbAi(c (%) - g+t -

Abreviaturas: HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa
densidade; VLDL: lipoproteina de densidade muito baixa; Apo Al:
Apolipoproteina A1; Apo B: Apolipoproteina B; HbA1c: hemoglobina glicada; p:
probabilidade de significancia; ns: nao significativo; p<0,005.

*Teste t de Student.



Tabela 2: Transferéncias dos lipides da LDE para HDL e tamanho da particula

HDL dos pacientes diabéticos e ndo-diabéticos.

Grupo Controle Grupo diabéticos

(n=45) (n=45) P
Transferéncia de Lipides (%)
*H -CE 3,7+1,3 3,9+1,0 ns
C-FL 19,3+3,3 23,4 +2,1 < 0,0001
*H-TG 48+15 4,3+0,8 ns
“c-CcL 6,3+1,2 6,9+1,3 0,0316
Tamanho HDL (nm) 9,0£1 9,2+1 ns

Abreviaturas: °H-CE: éster de colesterol; "*C-FL: fosfolipides; *H-TG: triglicérides;
%C-CL: colesterol livre; HDL: lipoproteina de alta densidade p: probabilidade de

significancia; ns: ndo significativo; p<0,005.
*Teste t de Student.

Tabela 3: Correlagao entre as transferéncias de lipides da LDE para HDL

dos pacientes diabéticos tipo2.

. #C-FL *H-TG “c-CcL
Lipides
(%) r p r p r p
%H -CE 0,1002 0,4978 0,4425 0,0016 0,4898 0,0004
4c-FL 0,0391 0,7895 0,2489 0,0846
*H-TG 0,5131  0,0002

Abreviaturas: °H-CE: éster de colesterol; “C-FL: fosfolipides; °H-TG:
triglicérides; '*C-CL: colesterol livre; p: probabilidade de significancia;
p<0,005. Dados expressos como coeficientes de correlagdo (r) de

Spearman.



Tabela 4: Correlacdo entre as transferéncias de lipides da LDE para HDL e os parametros
analisados nos pacientes diabéticos tipo2.

Parametros Al - o
(mg/dL) Transferéncia de Lipides (%)
*H —CE 4C-FL *H-TG “c-cL
r p R P r p r p
?gt':ftem' 08877 05485 -0,1440 03235 0,940 0,425 -0,1204 0,4099
HDL-C 0,0058 0,06967 -0,0504 07336 00916 05358 0,1954 0,1832
LDL-C 00694 06391 -0117 04209 02915 00444 -0191 0,1874

Triglicérides -0,2403 0,1000 0,05206 0,7224 -0,0558 0,7033 -0,1711 0,2399

Apo Al 0,0639 0,0406 0,2900 0,1074 -0,0086 0,9626 0,3682 0,0381
Apo B -0,0516 0,7791 0,1343 04635 -0,1239 0,4992 -0,3087 0,0856
Glicose 0,0060 0,9675 -0,2706 0,0600 0,1204 0,4097 -0,079  0,5888

Abreviaturas: HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; Apo
Al: Apolipoproteina A1; Apo B: Apolipoproteina B; p: probabilidade de significancia; *H-CE: éster
de colesterol;'*C-FL: fosfolipides; *H-TG: triglicérides; *C-CL: colesterol livre; p: probabilidade
de significancia; p<0,005. Dados expressos como coeficientes de correlacao (r) de Spearman.



5. DISCUSSAO

No presente estudo, observou-se que o grupo dos pacientes com DM2
apresentou as alteragdes de perfil lipidico caracteristicas da doenca, ou seja,
hipertrigliceridemia acompanhada de concentragdo diminuida de HDL-C
(BAGDADE et al., 1991; ROBERT, 1998; McENENY et al., 2000; GUERIN et al.,
1995, 2000a; KRENTZ, 2003; TASKINEN, 2003).

A hipertrigliceridemia de jejum reflete 0 acumulo de VLDL na circulagao e
é decorrente da resisténcia a insulina. A insulina estimula a sintese e a atividade da
lipase lipoprotéica. Na situacdo de resisténcia insulinica, a deficiéncia enzimatica
leva a diminuicdo da lipolise e acumulo da VLDL (ROBERT, 1998). O catabolismo
dos quilomicrons, que tém via metabdlica em comum com a da VLDL, também é
afetado pela deficiéncia da lipase lipoprotéica. Portanto, € esperado que o0s
pacientes com DM2 deste trabalho também apresentem alteracdes nesse
metabolismo. O metabolismo de quilomicrom, no entanto, de avaliagcdo complexa,
ndo foi abordado neste estudo.

A par da deficiéncia na remocé&o da VLDL, a resisténcia a insulina também
produz aumento de sintese desta lipoproteina (ROBERT, 1998). Além disso, a
sintese de apo B, proteina que participa ativamente do processo de sintese da VLDL
no hepatdcito, também estd aumentada (TASKINEN, 2003). Embora nao tenha
havido diferenca na LDL-C, lipoproteina na qual a maior parte da apo B esta contida,
a concentracdo de apo B foi 13% maior no grupo de pacientes DM2. Isto pode ser
reflexo do acumulo de VLDL, uma vez que esta lipoproteina também possui a apo B.

Uma outra interpretagdo para o aumento da apo B sem aumento do LDL-C

nos pacientes com DM2 € a de que tenha ocorrido aumento do niumero de particulas



de LDL, porém com menor conteudo de colesterol. Essa interpretacdo esta em
concordancia com outra caracteristica do DM2, o aumento da subfragdo pequena e
densa da LDL, reconhecidamente mais aterogénica do que as outras subfragdes da
lipoproteina. A LDL pequena e densa tem conteludo de colesterol menor. Assim,
pode ocorrer aumento no numero de particulas sem aumento do colesterol presente
na particula de LDL. Vale lembrar que cada particula de LDL, assim como de VLDL,
tem apenas uma unica molécula de apo B. Desta forma, a apo B é o marcador do
namero de particulas dessas fracdes lipoprotéicas, nao representando a
concentracao de colesterol presente nas mesmas.

A principal causa da diminuicdo da concentragdo do HDL-C encontrada
nos pacientes com DM2 do presente estudo e na literatura é a hipertrigliceridemia
(KRENTZ, 2003; TASKINEN, 2003). O “efeito gangorra” VLDL-HDL, ou triglicérides-
HDL-C, decorre das trocas lipidicas entre as duas classes de lipoproteina. A CETP
promove trocas de triglicérides e de ésteres de colesterol entre a VLDL e a HDL.
Embora a acdo da CETP seja bidirecional, resulta em maior transferéncia de ésteres
de colesterol da HDL para as VLDL e maior transferéncia de triglicérides da VLDL
para a HDL. Pela lei de acdo de massas, o acumulo de VLDL exacerba o processo
de trocas lipidicas. Com isso, a HDL fica depletada em ésteres de colesterol e
enriquecida em triglicérides, sujeitando a lipoproteina a sofrer hidrélise do conteudo
de triglicérides pela lipase hepatica. O catabolismo é aumentado, dessa forma
reduzindo os niveis de HDL-C na circulacdo (LAMARCHE et al., 1999). Além disso, a
atividade da LH per se pode encontrar-se aumentada nesses pacientes (TASKINEN,
2003; KONTUSH; CHAPMAN, 2006) ocasionando maior lipdlise dessas HDL ricas

em triglicérides e diminuicdo do HDL-C (ROBERT, 1998).



Um outro mecanismo de diminui¢do do HDL-C no DM2 esta relacionado a
diminuicdo da atividade da lipase lipoprotéica (BORGGREVE et al., 2003; RASHID,
et al., 2003; SCHLITT et al.,, 2003). Supostamente, precursores da HDL séao
gerados a partir da lipdlise dos quilomicrons e das VLDL, pelo desprendimento dos
lipides da camada superficial dessas lipoproteinas. Com a diminui¢cdo da atividade
lipolitica, é diminuida a geracdo desses precursores, reduzindo uma fonte de
sintese da HDL.

Neste trabalho, os pacientes com DM2 n&o apresentaram alteracdes na
recepcao pela HDL dos lipides do nucleo da lipoproteina — ésteres de colesterol e
triglicérides — provenientes da nanoemulsdo. Por outro lado, a recepcéo pela fragéo
HDL dos lipides presentes na camada superficial das particulas lipoprotéicas —
fosfolipides e colesterol livre — foi aumentada nos pacientes em comparagdo com o
grupo controle. Vale comentar que em outro trabalho de nosso laboratério no qual a
metodologia foi utilizada em pacientes com sindrome metabdlica, onde predomina
também a resisténcia a insulina no quadro clinico, obtivemos resultados
semelhantes (Silva, dados ndo publicados).

No ensaio realizado neste estudo, varios fatores influenciam a
transferéncia de lipides da nanoemulsdo para a HDL. Entre eles, a concentragao,
composicao e estrutura das diversas classes de lipoproteinas, incluindo a HDL.
Embora tenhamos mensurado apenas a transferéncia para a HDL, recuperada no
sobrenadante, parte dos lipides radioativos da nanoemulsdao deve ter sido
transferida para as classes contendo apo B, que sofreram precipitacdo quimica no
ensaio juntamente com a nanoemulséo, tendo sido assim descartadas. No que diz
respeito a concentragdo plasmatica, as lipoproteinas contendo apo B teriam uma

vantagem competitiva, ja que nos pacientes com DM2, a VLDL estava aumentada



enquanto a HDL estava diminuida. O aumento de apo B também sugere que tenha
havido aumento do numero de particulas de LDL, como discutido anteriormente.
Portanto, com base unicamente nas concentragcdes das classes de lipoproteinas
presentes no plasma, comparando-se DM2 com seus controles, seria de se
presumir que a fracdo HDL dos DM2 recebesse em menor quantidade os quatro
lipides marcados da nanoemulsdo, 0 que nao aconteceu em nossos resultados.
Esses achados sugerem que ndao somente a concentragdo, mas também a
composicao e estrutura da HDL possam interferir na sua capacidade receptora de
lipides.

Sabe-se que a HDL pode sofrer modificagbes em sua estrutura e
composicao, o que acarreta em alteragdes funcionais da particula (SPARKS et al.
1995; LAMARCHE et al., 1999; KONTUSH; CHAPMAN, 2006; FERRETI et al.,
2005; NORATA et al., 2006). E descrito na literatura que alteragées na composicao
e metabolismo da HDL podem estar associadas ao DM2 (NORATA et al., 2006).

A atividade de enzimas envolvidas no metabolismo lipidico sao
provavelmente determinantes de alteragbes funcionais da HDL (CABANA et al.,
1996). E descrito que os pacientes diabéticos apresentam aumento na atividade da
LH e diminuicdo da LLP e LCAT (AUERBACH; PARKS, 1989; ETTINGER et al.,
1990; CABANA et al., 1996; DE GROOTH et al., 2004a; LE GOFF et al., 2004).
Desse modo, € sugerido que a hipertrigliceridemia e consequiente enriquecimento
da HDL com triglicérides, encontrada no grupo DM2, possa alterar a funcionalidade
da particula. Outro fator que pode alterar a estrutura, e consequentemente, algumas
das fungdes da HDL no grupo DM2, é a elevada glicacao ndao enzimatica, visto que
esta ocorre na parte protéica da lipoproteina (HEDRICK et al., 2000; ZHENG et al.,

2004).



Outro fator que influencia na transferéncia de lipides entre lipoproteinas &
a acao das proteinas de transferéncia, CETP e PLTP. No DM2 os dados da
literatura referentes a CETP sao contraditérios. Enquanto em alguns estudos foi
encontrado aumento da atividade da CETP (RIEMES et al., 1998; BRITES et al.,
2000; LE GOFF et al., 2004) em outros ela estava inalterada (SYVANNE et al.,
1995; ELCHEBLY et al., 1996; JONES et al., 1996; LOTTENBERG et al., 1996; ARII
et al., 1997; BORGGREVE et al., 2003). Portanto, levando em conta o conjunto dos
dados da literatura, no que tange a atividade da CETP, ndo seria de se esperar
alteracdo na recepgao pela fragcdo HDL dos ésteres de colesterol e triglicérides,
lipides cuja transferéncia € mediada pela CETP.

A PLTP medeia a transferéncia de fosfolipides e de colesterol livre entre
as lipoproteinas (SETALA et al., 2007; HUUSKONEN et al., 2000). Conforme os
estudos de Borggreve et al (2003) e Riemens et al.(1998), a atividade dessa
proteina esta aumentada no DM2. Varios trabalhos mostram que os fosfolipides
modulam a estrutura da particula de HDL (KONTUSH; CHAPMAN, 2006; BRITES et
al., 2000; HUUSKONEN et al., 2001). Desse modo, no presente estudo é sugerido
que a maior quantidade de fosfolipides recebidos pela HDL no grupo Diabético
esteja envolvida com alterag¢do estrutural da lipoproteina.

E de se apontar que a acdo da PLTP, que depende de colisdes entre
particulas de lipoproteinas para impulsionar a transferéncia de fosfolipides e
colesterol livre, superou a concentracdo das classes de lipoproteinas, que era
desfavoravel, como ja discutido, ao resultado encontrado de maior recepcao pela
HDL desses dois lipides.

As alteracgGes, nos pacientes com DM2, da recepcéo pela fragcdo HDL do

colesterol livre e fosfolipides da nanoemulsdo doadora registradas no presente



trabalho podem determinar importantes modificagdes nas diversas fung¢des da
lipoproteina. Essas fungdes, na esterificacdo do colesterol, no transporte reverso do
colesterol, a agdo antioxidante, antiinflamatéria, na produgcéao de 6xido nitrico, bem
como a acgao antitrombética e antiplaquetaria, dependem das varias enzimas e
proteinas que se ligam a superficie da HDL, como discutido anteriormente. A
afinidade dessas diversas proteinas pelas particulas da HDL é determinada por
forcas nao-covalentes, do tipo dipolo-dipolo ou van der Walls. Essas proteinas, para
se acomodarem a superficie da particula, devem ser preferencialmente anfifilicas,
com estrutura alfa-hélice. O fato de ocorrer no DM2 uma transferéncia maior para
HDL de fosfolipides e de colesterol livre - justamente os componentes da superficie
lipoprotéica — pode acarretar alteragdes eletrostaticas na superficie da lipoproteina
que mudem a afinidade das moléculas de proteina ligadas a HDL, determinando um
novo arranjo protéico. Como consequéncia, seria de se esperar modificagées nas
diversas fungbes atribuidas a HDL, decorrentes dessas modificagbes de
composi¢cao da camada superficial da lipoproteina.

O grupo de pacientes DM2 que participaram deste estudo fazia uso de
hipoglicemiantes. Esses medicamentos poderiam ter provocado alteragdes no
metabolismo lipidico que alterassem os resultados do presente trabalho, embora
esses dados ainda nao estejam bem elucidados na literatura. Com relacdo ao uso
da metformina no controle da glicemia, a literatura mostra resultados bastante
discrepantes quanto a sua agdo no metabolismo lipidico (WULFFELE, et al., 2004;
DESPRES, 2003; REAVEN, 1988). Estudos relatam que o medicamento pode
reduzir a concentracao plasmatica do colesterol total e dos triglicérides e aumentar o
HDL-C (GINSBERG, et al.,, 1999; GRANT, 1996; YKI-JARVINEN, et al., 1999;

ROBINSON, et al.,, 1998). Em contrapartida, outros estudos relatam que a



metformina ndo apresenta qualquer alteragdo no perfil lipidico dos pacientes com
DM2 (GROORP, et al., 1989; RAINS, et al., 1988). Além da metformina, alguns dos
pacientes diabéticos faziam uso de sulfoniluréias. No entanto, de acordo com estudo
realizado por Chu et al. (2003), esta classe de hipoglicemiante ndo promove
alteracées no metabolismo lipidico. Além disso, outros trabalhos mostraram que o
uso destes dois hipoglicemiantes em associagcdo também né&o interfere no
metabolismo lipidico (JABER, et al., 2002; STROWING, et al., 2002; WULFFELE, et
al., 2002; CHU et al., 2003).

Ao analisar o tamanho da particula de HDL, nao foi encontrada diferencga
entre os grupos estudados. Alguns estudos tém reportado que subclasses de
pequenas HDL contribuem para o aumento do risco de doenga cardiovascular,
enquanto que as subclasses de grandes HDL sdo associadas com diminuicao desse
risco (JIA et al., 2006). Vale lembrar que o tamanho desta lipoproteina esta
relacionado principalmente ao conteudo de éster de colesterol presente no nucleo da
particula (BARTER; RYE, 2006). Isto pode explicar o resultado encontrado no
presente estudo, visto que ndo houve diferenca na capacidade da HDL dos dois
grupos em receber éster de colesterol. A falta de efeito do DM2 no tamanho de
particula da fracdo HDL sugere que a doenca nao altera o perfil de subclasses
dessa lipoproteina.

Um aspecto pouco explorado na literatura é o efeito da HDL na
estabilizacdo do “pool” plasmatico de colesterol. Ao promover a esterificacdo do
colesterol recebido das outras classes de lipoproteina ou das membranas celulares,
a HDL transforma-se em sua forma quimica mais estavel. Logo, grande parte do
éster de colesterol presente no centro da particula € “dependente” do fluxo de

colesterol livre para a HDL, ou seja, quanto mais colesterol livre é recebido, mais



éster de colesterol sera formado por meio da LCAT. Este éster de colesterol
formado é transferido para as lipoproteinas que contém apo B, as quais em troca,
doam triglicérides. Para que ocorra a troca desses dois lipides entre as
lipoproteinas é necessaria a presenca da proteina de transferéncia, CETP (STEIN;
STEIN, 2005). Desse modo, quanto mais colesterol livre é captado, mais colesterol
sera esterificado e mais triglicérides sera recebido. De acordo com esses conceitos,
pode-se explicar as correlagdes positivas encontradas no presente trabalho entre as
taxas de transferéncia de éster de colesterol, colesterol livre e triglicérides.

Os pacientes diabéticos hipertrigliceridémicos apresentam maior
concentracao de triglicérides nas particulas de VLDL (KRENTZ, 2003; TASKINEN,
2003), com consequente aumento na transferéncia deste lipide para a HDL
(BAGDADE et al.,, 1991; GUERIN et al., 1995, 2000a). A alteragdo da propor¢ao
entre éster de colesterol e triglicérides na HDL diminui a estabilidade da particula,
ocasionando desprendimento da apo Al presente na superficie da lipoproteina
(SPARKS et al.,, 1995). Portanto, € sugerido que as correlagdes positivas
encontradas entre a concentracao plasmatica de apo Al e as taxas de transferéncia
de éster de colesterol e colesterol livre seja devida ao fato da apo Al, associada a
particula de HDL, ser ativadora da LCAT (BORGGREVE et al., 2003). Desse modo,
ao passo que a apo Al ativa o processo de esterificacao, torna a particula de HDL
mais avida por colesterol livre, aumentando a captacao deste lipide. Além disso, a
captacao do éster de colesterol seria secundaria ao aumento da captacdo do
colesterol livre, como descrito anteriormente, explicando a correlacdo da
transferéncia deste lipideo com a concentracao plasmatica de apo Al.

Outras correlagbes positivas foram encontradas entre as concentracoes

plasméaticas de LDL-C e colesterol total com a taxa de transferéncia de triglicérides.



O colesterol total representa 65% da concentracdo do LDL-C (HAMMAD et al.,
1998). Desse modo, o aumento de colesterol total assim como de LDL-C representa
aumento da concentracdo de lipoproteinas doadoras de lipides para a HDL. E
sabido que na troca lipidica ocorrida entre as lipoproteinas, o principal lipide
recebido pela HDL em troca do éster de colesterol € o triglicéride. Portanto, é
esperado que na presenca de aumento das lipoproteinas doadoras, como ocorre na
hipertrigliceridemia encontrada no grupo DM2, haja aumento na transferéncia de
triglicérides para a HDL, confirmando as correlagdes encontradas.

Em virtude da particula de HDL ter importante papel antiaterogénico,
estes resultados podem ser relevantes para estabelecer novos mecanismos

relacionados a aterogénese no DM2.



6. CONCLUSOES

- Ocorreu maior transferéncia in vitro de colesterol livre e de fosfolipides da
nanoemulsao artificial para a fracdo HDL nos pacientes com DM2 do que no grupo
controle, sugerindo que haja alteragdes na superficie da HDL em DM2 que possam

ocasionar disturbios nas fungdes da lipoproteina.

- A transferéncia de éster de colesterol e de triglicérides para a HDL foi

igual nos pacientes com DM2 & observada no grupo controle.

- O tamanho da particula de HDL no grupo DM2 foi similar ao do grupo

controle.
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