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RESUMO

TAVONI, T. M. Metabolismo e funcéo das lipoproteinas de alta densidade (HDL) em
individuos idosos: efeito da presenca de diabetes mellitus tipo 2 e doenca coronaria
obstrutiva. 2018. 52f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2018.

Introducéo: A doenca arterial coronaria (DAC) decorrente da aterosclerose é uma das
principais causas de comprometimento do envelhecimento saudavel e sobrevida do
idoso. Entre os principais fatores de risco da DAC estdo o diabetes mellitus tipo 2 (DM)
e as dislipidemias. O HDL-colesterol baixo € fator de risco importante, mas aspectos
funcionais e metabdlicos da HDL devem ser avaliados, ja que esta lipoproteina tem
varias acles anti-aterogénicas. Neste sentido, a transferéncia de lipides de outras
lipoproteinas para a HDL, mediada pela proteina de transferéncia de ésteres de
colesterol (CETP), é passo importante na formacdo e metabolismo da HDL e esta
relacionada com a presenca de DAC. Objetivo: Avaliar o impacto da idade nas
transferéncias de lipides para HDL e outros parametros relacionados com o
metabolismo da HDL em individuos idosos e as mudancas nesses parametros em idosos
com DAC e com DAC e DM. Meétodos: Foram estudados 25 jovens (JOV), 35 idosos
sem DAC e sem DM (IDS), 35 idosos com DAC (IDS-DAC) e 34 idosos com DAC e
DM (IDS-DAC-DM). Foram determinados perfil lipidico e apolipoproteinas
plasmaticas, concentracdo plasmatica da CETP e da lecitina-colesterol aciltransferase
(LCAT), composicdo lipidica e diametro da HDL e marcadores inflamatorios. A
transferéncia de colesterol esterificado e livre, fosfolipides e triglicérides para a HDL foi
realizada por ensaio “in vitro” com uma nanoparticula marcada com lipides radioativos
como particula doadora de lipides. ApGs a precipitacdo quimica das outras lipoproteinas
e da nanoparticula doadora, o sobrenadante contendo HDL foi separado e medida a
radioatividade. Resultados: IDS apresentou IMC maior que JOV. LDL-colesterol e
ndo-HDL-colesterol, IL-6 e IL-8 foram mais altos, IL-1p mais baixo e a transferéncia de
fosfolipides para a HDL foi maior em IDS do que em JOV, mas as diferengas
desapareceram quando corrigidas pelo IMC. Entre IDS-DAC e IDS ndo houve
diferengas nos lipides plasmaticos, mas no IDS-DAC a transferéncia de colesterol livre,
triglicérides e fosfolipides foi menor e a de colesterol esterificado foi maior. A

concentragdo de CETP foi maior no IDS-DAC, onde houve maior % de colesterol



esterificado e triglicérides e menor % de fosfolipides na HDL. Em IDS-DAC-DM, apo
B foi maior que em IDS-DAC, mas LDL-colesterol foi igual. Houve menor
transferéncia de colesterol esterificado em IDS-DAC-DM comparado a IDS-DAC e
maior de fosfolipides. IDS-DAC-DM teve CETP mais baixa e LCAT mais alta do que
IDS-DAC. Em IDS-DAC-DM houve menor proporgéo de colesterol esterificado e livre
e maior de fosfolipides na HDL. Marcadores inflamatérios ndo diferiram entre IDS-
DAC-DM e IDS-DAC. Conclusdes: As alteraces nos parametros de transferéncia de
lipides sinalizaram tanto a presenca de DAC nos idosos quanto diferenciaram idosos
com DAC associada a DM daqueles apenas com DAC. A reducdo da transferéncia de
colesterol livre nos idosos com DAC é aterogénica, como foi mostrado em trabalho
anterior em individuos de 40-50 anos com DAC precoce. Esses dados podem ter
aplicacdo tanto na prevencéo quanto na terapéutica da DAC, por meio de medicamentos
que modulem a transferéncia de lipides para a HDL e assim melhorem a funcao anti-

aterogénica desta lipoproteina.

Palavras-chave: Doenca arterial coronaria. Diabetes mellitus. Metabolismo de lipides.
HDL.



ABSTRACT

TAVONI, T. M. Metabolism and function of high density lipoprotein (HDL) in the
elderly: effects of type 2 diabetes mellitus and coronary artery disease. 2018. 52f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Paulo, 2018.

Introduction: Coronary artery disease (CAD) resulting from atherosclerosis is one of
the main causes of compromised healthy aging and lifespan in elderly people. Amongst
the main risk factors for CAD are type 2 diabetes mellitus (DM) and dyslipidemias.
Low HDL-cholesterol is an important risk factor, but functional and metabolic aspects
of HDL must be evaluated, since this lipoprotein has several anti-atherogenic actions. In
this regard, lipid transfer from other lipoproteins to HDL, mediated by cholesteryl ester
transfer protein (CETP), is an important step towards the formation and metabolism of
HDL and is related to the presence of CAD. Objective: To evaluate the impact of age in
lipid transfer to HDL and other parameters related to HDL metabolism in elderly
individuals and the changes in these parameters in elderly individuals with CAD and
with CAD and DM. Methods: 25 young (YOUNG), 35 elderly without CAD and DM
(ELDERLY), 35 elderly with CAD (ELDERLY-CAD) and 34 elderly with CAD and
DM (ELDERLY-CAD-DM) subjects were studied. The lipid profile, the apolipoprotein,
CETP and lecithin—cholesterol acyltransferase (LCAT) plasma concentration, the HDL
lipid composition and diameter and inflammatory markers were evaluated. The transfer
of esterified and free cholesterol, phospholipids and triglycerides to HDL was assayed
in vitro with a donor lipid nanoparticle labeled with radioactive lipids. After chemical
precipitation of the other lipoproteins and the donor lipid nanoparticle, the supernatant
containing HDL was separated and the radioactivity was measured. Results:
ELDERLY presented greater BMI than YOUNG. LDL-cholesterol and non-HDL-
cholesterol, IL-6 and IL-8 were higher, IL-1p was lower and phospholipid transfer to
HDL was higher in ELDERLY than in YOUNG, but the differences disappeared when
corrected by BMI. There were no differences in plasmatic lipids between ELDERLY-
CAD and ELDERLY, but in ELDERLY-CAD the transfer of free cholesterol,
triglycerides and phospholipids was lower and of esterified cholesterol was higher.
CETP concentration was higher in ELDERLY-CAD, where there was higher % of

esterified cholesterol and triglycerides and lower % of phospholipids in HDL. In



ELDERLY-CAD-DM, apo B was higher than in ELDERLY-CAD, but LDL-cholesterol
was equal. There was lower transfer of esterified cholesterol in ELDERLY-CAD-DM
compared to ELDERLY-CAD and higher transfer of phospholipids. ELDERLY-CAD-
DM had lower CETP and higher LCAT than ELDERLY-CAD. In ELDERLY-CAD-
DM there was a smaller proportion of esterified and free cholesterol and greater
proportion of phospholipids in HDL. Inflammatory markers did not differ between
ELDERLY-CAD-DM and ELDERLY-CAD. Conclusions: The alterations in the
parameters of lipid transfer not only signalled the presence of CAD in the elderly but
also differentiated the elderly with CAD and DM from those with CAD only. The
reduction of free cholesterol transfer in the elderly with CAD is atherogenic, as shown
in a previous work on individuals of 40-50 years of age with precocious CAD. This data
may be applied both to the prevention and the therapeutics of CAD, by means of
medicines that modulate lipid transfer to HDL and thus improve the anti-atherogenic
function of this lipoprotein.

Keywords: Coronary artery disease. Type 2 diabetes mellitus. Lipid metabolism. HDL.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que a atual populacdo mundial de 800 milhdes de individuos acima de
60 anos, que representa 11% da populacdo total, aumentara para 2 bilhdes em 2050,
passando a representar 22% (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). Torna-se,
assim, cada vez mais importante identificar fatores, tanto genéticos quanto ambientais,
ligados ao envelhecimento saudavel e a longevidade (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2004). Esse conhecimento é fundamental para o estabelecimento de
habitos, de padrbes dietéticos, e desenvolvimento de farmacos que propiciem maior
expectativa e qualidade de vida.

O envelhecimento é o fator de risco mais importante na incidéncia das doencas
cardiovasculares (DCV). Dentre as DCV, a doenca arterial coronaria (DAC) continua
sendo a principal causa de morbidade e mortalidade entre os idosos (MOZAFFARIAN
et al. 2016). Sua prevaléncia aumenta exponencialmente com a idade, sendo maior no
homem do que na mulher até a oitava década, quando se torna equivalente
(PETERSON; BENSIMHON, 2003). O aumento da vulnerabilidade do idoso com DAC
é consequéncia de vérios fatores: doenga corondria mais extensa e mais grave,
alteracbes anatdbmicas e funcionais, com consequente diminuicdo da reserva cardiaca
(LAKATTA; SOLLOTT, 2002; LIU et al. 2014; FERIDOONI; DIBB; HOWLETT,
2015), além do aumento da prevaléncia e associacdo dos fatores de risco cardiovascular
e comorbidades (FORMAN et al., 2018). Os idosos sdo mais propensos a sofrer a
sindrome coronariana aguda e desenvolver os eventos adversos subsequentes, incluindo
insuficiéncia cardiaca (DHARMARAJAN; RICH, 2017)

Apesar do papel proeminente do envelhecimento como fator de risco de DAC,
0s mecanismos especificos que predispdem ao desenvolvimento da doenca com o
avanco da idade permanecem mal compreendidos. O envelhecimento leva ao
remodelamento vascular, que predispde a DAC, mesmo na auséncia de fatores de risco
cardiovascular. O envelhecimento pode causar alteracGes na dilatacdo, proliferacéo e
apoptose das células musculares lisas da coronaria por mudangas na resposta celular a
horménios e fatores de crescimento (ORLANDI, 2006; GOMEZ; OWENS, 2012;
LACOLLEY, 2012). Além disso, a relacdo entre a espessura das camadas intima-media
tende a aumentar de 2 a 3 vezes dos 20 aos 90 anos (LAKATTA; LEVY, 2003,
LAKATTA, 2013). O espessamento intimal associa-se ao aumento da permeabilidade

arterial, que favorece a aterogénese.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feridooni%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25498213
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dibb%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25498213
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Howlett%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25498213
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dharmarajan%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28602363
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rich%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28602363
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A aterosclerose caracteriza-se pelo acimulo de lipides, células inflamatorias e
elementos fibrosos no espago subendotelial da intima (VIRCHOW, 1856; ROSS, 1986;
ANITSCHKOW; CHALATOW, 1913). E decorrente do processo de reparo da lesdo a
camada endotelial da artéeria (MONCADA et al., 1977). O processo de reparo pode
ocorrer de uma maneira virtuosa, na qual a inflamacdo e a cicatrizacdo se resolvem,
restaurando a integridade do endotélio. No entanto, o processo de reparo da lesdo pode
ocorrer também por uma via prejudicial que favorece a aterogénese. Nesta via, a
inflamacdo torna-se crénica evoluindo com deposito de lipides, principalmente
colesterol, na intima e proliferagdo celular, formando-se placas de ateroma que tendem a
ocupar espaco no limen arterial (LIBBY, 2002).

Um grande avanc¢o da Cardiologia contemporanea foi, além do entendimento da
importancia do processo inflamatdrio na aterosclerose, o conceito de placa de ateroma
estavel e instdvel. A placa estdvel caracteriza-se por predominio de colageno,
organizado em capa fibrosa espessa, escassas células inflamatdrias e nucleo lipidico de
propor¢cbes menores. A placa instavel apresenta atividade inflamatoria intensa,
especialmente nas bordas laterais, com grande atividade proteolitica, nucleo lipidico
proeminente e capa fibrotica ténue (BURKE et al., 1997; FALK, 1999; KOLODGIE et
al., 2001). Na placa instavel a capa fibrotica é delgada, aparentemente devido a influxo
continuo e ativacdo de leucdcitos que liberam metaloproteinases e outras enzimas
proteoliticas nas margens da placa. Essas enzimas levam a degradacdo da matriz e a
menor sintese de colageno e de elastina, constituintes estruturais da capa. Isto acarreta a
ruptura da placa, levando a formacdo de codgulo e aos acidentes tromboembdlicos
(SHAH et al., 1995).

O envelhecimento vascular e a aterosclerose sdo processos distintos, entretanto,
frequentemente descritos de forma intercambidvel. A base celular e molecular do
envelhecimento vascular ainda ndo estd bem estabelecida, mas tem sido associada ao
estresse oxidativo e disfuncdo endotelial (DONATO et al., 2007; CSISZAR et al.,
2008), aumento da rigidez arterial (JIANG et al., 2008), comprometimento da
angiogénese (RIVARDI et al., 1999), defeito do reparo vascular (WEINSAFT;
EDELBERG, 2001), e recrutamento prejudicado de células endoteliais progenitoras
(CHANG et al., 2007). Observa-se ainda, no envelhecimento vascular, reducdo no
namero de células musculares lisas na camada média, acimulo de colageno, decorrente,
em parte, do aumento de proteinas glicadas e atividade das metaloproteinases presentes
na matriz (ZIEMAN; KASS, 2004; ASTRAND et al., 2011). Ademais, idosos saudaveis
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frequentemente apresentam um desequilibrio na homeostase das citocinas, caracterizado
por elevados niveis de citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas como, interleucina
(IL)-6, IL-12, IL-1pB, fator de transformagdo do crescimento (TGF)-B, fator de necrose
tumoral (TNF)-a, MCP-1 e MIP-1a (RIANCHO et al., 1994; FORSEY et al, 2003;
ALVAREZ-RODRIGUEZ et al, 2012; STARR et al., 2015) . A inflamacdo vascular
pode contribuir para a lesdo do vaso e predispor o desenvolvimento de doenca vascular.

A aterosclerose pode estar presente em seus estagios iniciais ainda na juventude
(STARY, 1989; STRONG et al., 1999), mas a velocidade de progressao pode variar
muito. Nas décadas mais avancadas, praticamente todos os individuos na populagdo
geral tém aterosclerose, embora ndo necessariamente ocorram manifestagdes clinicas
evidentes. Presumivelmente, a perfusdo adequada dos diversos tecidos do organismo é o
ponto mais crucial e determinante do envelhecimento saudavel e da longevidade. Além
disto, a obstrucdo subita das artérias decorrente das manifestacdes agudas da doenca
vascular, como no infarto agudo de miocardio e nos acidentes vasculares encefalicos,
pode levar a condicBes incapacitantes que comprometem a qualidade de vida e encurtam
a sobrevida (LUI; NGUYEN, 2018). Geralmente, decorrem décadas para que se
desenvolvam as lesGes avancadas responsaveis pelas manifestacdes clinicas, como a
DAC.

Dentre os fatores de risco da DAC, além do envelhecimento (KANNEL;
GORDAN, 1978), estdo o diabetes mellitus tipo 2 (DM) (HAFFNER et al., 1998),
dislipidemias (CASTELLI et al., 1977), tabagismo (OCKENE; MILLER, 1997),
hipertensdo  arterial ~ sisttmica  (SHEA et al, 1985), sedentarismo
(KOKKINOS; SHERIFF; KHEIRBEK; 2011) e outros.

O DM tem grande prevaléncia na populacdo e prejudica a qualidade de vida do
idoso e a longevidade (CHO et al., 2002). A DAC é uma das principais causas de
morbimortalidade em pacientes com DM, que tém risco de duas a quatro vezes maior de
ocorréncia de DAC (FESKENS; KROMHOUT, 1992; HAFFNER et al.,, 1998,
EINARSON et al., 2018). A DAC cursa com maior gravidade no DM do que em
individuos ndo-diabéticos, tanto pela intensidade e frequéncia das complicagdes quanto
pela maior taxa de mortalidade (RANA et al., 2012). Os pacientes com DM tém DAC
de progressdo mais rapida, maior incidéncia de oclusdo multiarterial e maior namero de
segmentos de vasos doentes em comparacdo com os ndo-diabéticos (GRANGER;
CALIFF; YOUNG, 1993). A placa ateromatosa de pacientes com DM caracteriza-se por

maior percentual de area de nucleo necrético, maior area ocupada por macrofagos,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lui%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30050573
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nguyen%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30050573
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kokkinos%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21318105
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sheriff%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21318105
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kheirbek%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21318105
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maior carga total e distal do que a placa de pacientes ndo-diabéticos (BURKE et al.,
2004). O mecanismo pelo qual o DM causa diferencas na morfologia da placa
aterosclerotica € complexo e pouco compreendido (BECKMAN; CREAGER; LIBBY,
2002).

A resisténcia a insulina, base fisiopatoldgica do DM, afeta ndo somente o
metabolismo de carboidratos, o que resulta em hiperglicemia, mas também o
metabolismo  de  lipides (HSEUH; LAW, 1998; BORGGREVE; DE
VRIES; DULLAART, 2003), o que resulta em dislipidemia. A dislipidemia do DM
caracteriza-se principalmente por hipertrigliceridemia e reducdo de HDL-colesterol
(GRUNDY, 1995; NESTO, 2005; VERGES, 2009), considerados fatores pro-
aterogénicos.

Dentre os fatores de risco da aterosclerose, destacam-se as alteracBes do
metabolismo dos lipides plasmaticos, as dislipidemias (VAN DER MEER et al., 2003).
Nos inumeros estudos epidemioldgicos ja realizados, o perfil lipidico plasmatico
classico associado a aterogénese consiste em LDL-colesterol e triglicérides elevados e
HDL-colesterol diminuido (AUSTIN et al., 1990).

De uma maneira geral, o envelhecimento acompanha-se de aumento nos niveis
plasméaticos de LDL-colesterol (ERICSSON et al., 1991; PINTO et al., 2001), de
triglicérides, mas ndo ha um consenso sobre os niveis de HDL-colesterol (NIKKILA et
al., 1991; SERES et al., 2004).

Outros parametros do metabolismo lipidico, inclusive os funcionais, no entanto,
ndo sdo rotineiramente avaliados e podem estar relacionados a aterogénese ou a
protecdo anti-aterogénica do organismo (ANNEMA; VON ECKARDSTEIN, 2016).

Como fatores causais das alterac6es de lipoproteinas que ocorrem nos individuos
idosos, tém sido observadas mudancas na expressao de diversas proteinas — receptores,
enzimas e outras proteinas- que modulam o metabolismo de lipides. Por exemplo, a
redugdo na expressao dos receptores da LDL leva a diminui¢do do ‘“clearance”
plasmatico da LDL. Isto tem por consequéncia o aumento dos niveis de LDL-colesterol
e 0 aumento da LDL oxidada, este decorrente da exposi¢cdo mais prolongada a fatores
pro-oxidantes. Ademais, nota-se diminui¢do da atividade da paraoxonase 1 (PON1), o
que também pode contribuir para o aumento da LDL-oxidada (MEHDI; RI1ZVI, 2012;
HOLZER et al., 2013). A proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP), envolvida na
troca de lipides, principalmente fosfolipides, entre as classes de lipoproteinas, esta

aumentada no idoso. Quanto a proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP),
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também envolvida na troca de lipides entre lipoproteinas, € ponto de controvérsia se
estaria ou ndo alterada pelo processo de envelhecimento (PARK et al., 2010; HOLZER
etal., 2013).

A concentragdo do HDL-colesterol é apontada como marcador do
envelhecimento saudével e longevidade. O HDL-colesterol é inversamente relacionado
a DAC (BARTER; KASTELEIN; NUNN, 2003; BARTER, 2004). Entretanto, o uso de
farmacos que elevam a concentracdo de HDL-colesterol como fibrato (KEECH et al.,
2005; ACCORD STUDY GROUP, 2010), niacina (AIM-HIGH INVESTIGATORS et
al., 2011; HPS2-THRIVE COLLABORATIVE GROUP, 2013) e inibidores da CETP
(BARTER et al., 2007) n&o reduziram o risco de desenvolvimento da DAC, mesmo na
terapia combinada com estatinas. A determinacdo isolada do HDL-colesterol traz
informacdo apenas parcial sobre a relacdo da HDL com a DAC. Neste contexto, a
avaliacdo do metabolismo e fungbes da HDL na presenga ou auséncia de DAC pode
esclarecer de maneira mais abrangente a relacdo desta lipoproteina com a DAC, e todo o
potencial protetor dessa lipoproteina.

A protecdo anti-aterogénica da HDL se deve as diversas funcbes que esta
lipoproteina exerce (MEYERS; KASHYAP, 2004). Aléem das classicas funcdes
atribuidas a HDL de esterificacdo e transporte reverso do colesterol (GLOMSET et al.,
1966; ROTHBLAT; PHILLIPS, 2010), tém sido descritas outras a¢des protetoras, como
atividade antioxidante (NEGRE-SALVAYRE et al., 2006; KONTUSH; CHAPMAN,
2010), anti-inflamatéria, antitrombotica, vasodilatadora (BERROUGUI; MOMO;
KHALIL, 2012) e antiapoptética (SUC et al., 1997; TERASAKA et al., 2007).

A HDL inibe a oxidacdo da LDL possivelmente devido a proteinas presentes na
HDL, como a apolipoproteina (apo) A-1, PON-1, e fosfolipase A2. A apoA-l remove
alguns lipides presentes na LDL que sofrem peroxidacdo (GARNER et al., 1998;
NAVAB et al., 2000). A PON-1 catalisa a hidrolise de &cidos graxos oxidados de
fosfolipides (WATSON et al., 1995) e a fosfolipase A2 degrada fosfolipides oxidados
(MARATHE; ZIMMERMAN; MCINTYRE, 2003).

A inibicdo da oxidac&o lipidica pela HDL pode reduzir a expressdo de moléculas
de adesdo nas células endoteliais, 0 que reduz a adesdo de macrofagos ao endotélio
(NOFER et al., 2003). Em estudo com infusdo de HDL reconstituida em humanos
observou-se inibicdo da expressdo da molécula de adesdo leucocitaria 1 nas células
endoteliais, indicando possivel mecanismo de acdo anti-inflamatéria da HDL (SHAW et

al., 2008). A HDL pode ainda reduzir a expressdo de citocinas e seus receptores
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(BURSIL et al., 2010).

A HDL inibe a ativacéo e agregacdo plaquetéaria. A HDL inibe a sintese do fator
de ativacao plaquetaria pelas células endoteliais (SUGATANI et al., 1996) e estimula a
producdo de 6xido nitrico que é inibidor da ativacédo plaquetaria (RIDELL et al., 1999).
Além disto, a lipoproteina modula a cascata de coagulacdo potencializando a ac¢éo da
proteina C ativada, que tem importante papel na inativacdo dos fatores Va e Vllla
(GRIFFIN et al., 1999).

A acdo vasodilatadora da HDL decorre do aumento da sintese de oxido nitrico
pela fosforilacdo e aumento da expressdo da enzima Oxido nitrico sintase nas células
endoteliais (SPIEKER et al., 2002; BISOENDIAL et al., 2003). Esta acdo depende da
ligacdo de apoA-l no receptor scavenger classe B tipo | (SR-B1) presente na célula
endotelial (YUHANNA et al., 2001).

A HDL protege a célula endotelial de estimulos que predispdem a apoptose
como LDL oxidada (SUC et al., 1997) e TNF-a (SUGANO; TSUCHIDA; MAKINO,
2000). A HDL inibe a via de apoptose mitocondrial pela inibicdo da dissipacdo do
potencial y, formacao de espécies reativas de oxigénio e liberacdo de citocromo ¢ no
citoplasma. Desta forma, a lipoproteina inibe a ativagdo das caspases 9 e 3 que induzem
a apoptose (NOFER et al., 2001). Além disso, regula negativamente a proteina proé-
apoptdtica Bid, e positivamente a expressdo da proteina anti-apoptoética Bcl-xI (de
Souza et al., 2010; RIWANTO et al., 2013).

A esterificacio do colesterol no compartimento plasmatico ocorre
principalmente na fragdo HDL, que est4 associada a lecitina-colesterol acil-transferase
(LCAT), enzima que catalisa a esterificacdo do colesterol (GLOMSET et al., 1966), e
tem como co-fator, a apoA-I, principal proteina da HDL. A HDL também promove o
transporte reverso do colesterol, onde o colesterol € retirado das células dos tecidos
periféricos, transferido para a HDL, e subsequentemente captado pelo figado e
eliminado na bile. A esterificacdo estabiliza o colesterol no plasma e o transporte
reverso € fundamental na homeostase deste composto no organismo (BERROUGUI et
al., 2012).

A HDL esta em constante remodelamento no plasma. A transferéncia de lipides
de outras lipoproteinas e de células periféricas para a HDL e da HDL para outras
lipoproteinas é fundamental para o metabolismo da HDL, influenciando o seu
remodelamento.

A HDL é formada a partir da lipidacdo da apoA-I pela remocéo de fosfolipides e
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colesterol de tecidos hepaticos e extra-hepaticos, em um processo facilitado pelo
transportador de membrana "ATP- binding cassete transporter Al" (ABCAL1l)
(CASTRO; FIELDING, 1988). Como resultado, tem-se a formagdo da HDL discdide,
que consiste em apolipoproteina, fosfolipides e uma pequena quantidade de colesterol
ndo esterificado. Essas particulas recebem o excesso de colesterol livre das células dos
tecidos periféricos e da superficie das lipoproteinas ricas em triglicérides, sendo
convertidas em particulas maiores esfericas (RYE & BARTER, 2014). O colesterol
esterificado, por ser mais hidrofébico que o colesterol livre, move-se para o nucleo da
particula. Esse processo evita que o colesterol volte por difusdo passiva da HDL para as
células periféricas (CZARNECKA & YOKOYAMA, 1996). A HDL continua a ser
remodelada pela acdo da CETP, PLTP e lipase hepatica. Os ésteres de colesterol sdo
transferidos para as VLDL e LDL, por acdo da CETP, ou sdo seletivamente captados
pelo figado, em um processo dependente de receptores de ligantes de HDL, sendo o
principal deles o SR-B1. Os triglicérides e fosfolipides sdo removidos por hidrélises
catalisadas por lipases, entre as quais lipase hepatica, lipase endotelial e fosfolipase A2
(RYE; BARTER, 2014).

Sabe-se que na vigéncia de infecgdes e processos inflamatérios a HDL pode ter
suas funcgdes protetoras diminuidas. A acdo antioxidante esta reduzida devido a menor
atividade da PON1 (TANIMOTO et al., 2003; NOVAK et al., 2010). Observa-se menor
expressao dos transportadores de colesterol ABCAL, ABCGL1 e SR-B1 dos macréfagos,
0 que prejudica o efluxo de colesterol (BARANOVA et al., 2002; McGILLICUDDY et
al., 2009). H& reducdo na atividade da LCAT, comprometendo a conversdo de colesterol
livre em éster de colesterol na HDL (KHOVIDUNKIT et al, 2001a). Ocorre reducédo de
SR-B1 nos hepatocitos, o que prejudica a captacdo de colesterol (KHOVIDUNKIT et
al., 2001b). E a remocdo de triglicérides da HDL esta diminuida devido a menor
expressdo de lipase hepatica (KAWAKAMI et al., 1986).

A composicao lipidica da HDL influencia o metabolismo e fungbes anti-
aterogénicas da lipoproteina. Como exemplo, HDL rica em triglicérides compete com
HDL rica em ester de colesterol pela ligacdo ao receptor SR-B1, o que pode
comprometer a captacdo hepatica do colesterol (GREENE; SKEGGS; MORTON ,
2001). O aumento de triglicéerides na composicdo da HDL pode, ainda, reduzir sua
atividade anti-inflamatdria (OTTESTAD et al., 2006), antioxidante (NOBECOURT et
al., 2005) e vasodilatadora (PERSEGOL et al., 2006). Existe correlagdo negativa entre a
quantidade de fosfolipides da HDL e a extensdo da ocluséo coronariana (KUNZ et al.,
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1994).

Em estudos mais recentes, foi desenvolvido um método para estimar a
transferéncia de lipides para a HDL, um processo fundamental para a lipoproteina como
mencionado acima. Em ensaio in vitro, uma nanoparticula lipidica marcada com lipides
radioativos — colesterol esterificado e livre, fosfolipides e triglicérides — € incubada com
plasma total e serve de doadora de lipides para as lipoproteinas plasmaéticas. A
transferéncia dos lipides para a HDL é quantificada apds contagem radioativa da fragédo
HDL, que é isolada ap0s precipitacdo quimica das outras fracbes lipoprotéicas e da
nanoparticula doadora (LO PRETE et al., 2009). O processo de transferéncia depende
da acdo das proteinas de transferéncia — CETP e PLTP - além de outros fatores
(CHAPMAN et al., 2010). Com esta abordagem metodologica, verificamos que as
transferéncias de lipides estdo alteradas na hipercolesterolemia familiar (MARTINEZ et
al., 2013), DM (OLIVEIRA et al., 2012), hipotireoidismo subclinico (SIGAL et al.,
2011). Em pacientes com artrite reumatdide, uma doenca inflamatoria sistémica
associada com risco cardiovascular, a transferéncia de colesterol esterificado encontra-
se reduzida (POZZI et al., 2015).

Pacientes com DAC precoce (45-50 anos) apresentaram deficiéncia na
transferéncia tanto da forma esterificada quanto livre do colesterol para as HDL quando
comparados com individuos sem DAC (MARANHAO et al., 2012). Deficiéncia na
transferéncia de colesterol para as HDL pode resultar em deficiéncia no processo de
esterificacdo e no transporte reverso do colesterol, com as implicacdes pro-aterogénicas
disto decorrentes. Isto sugere que a transferéncia de lipides pode ser um biomarcador da
DAC precoce.

A prética de treinamento fisico (VAISBERG et al., 2012), a adocdo de dietas
vegetarianas (VINAGRE et al., 2014) e o tratamento com estatinas (LO PRETE et al,
2009), todas estas intervencdes reconhecidamente de valor preventivo da aterosclerose,
séo capazes de modificar os parametros de transferéncia.

A DAC é uma das principais causas de morbimortalidade dos idosos (TERRY;
EVANS; PENCINA, 2007; MORAN et al., 2008) e o metabolismo lipidico esta
intimamente relacionado ao processo aterosclerdtico envolvido na DAC. Indmeros
estudos epidemiologicos demonstram uma correlacdo inversa entre os niveis de HDL-
colesterol e a incidéncia de DAC, e valores mais elevados de HDL-colesterol sdo
considerados como um marcador de longevidade. Entretanto, tem sido percebido que

apenas a determinacdo dos niveis de HDL-colesterol ndo é sufuciente para avaliar o
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potencial ateroprotetor da lipoproteina, sendo necessario para isso a avalia¢do dos seus
aspectos funcionais, como por exemplo as tranferéncias de lipides, principalmente de
colesterol, para a fragdo HDL. Portanto, o desenvolvimento e padronizacdo de métodos
praticos para a avaliacdo das funcGes e metabolismo da HDL é fundamental para a

elucidacdo de mecanismos que contribuem para a prevengdo da DAC no idoso.
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2. OBJETIVOS

Comparar idosos com individuos jovens no tocante a transferéncias de lipides
para HDL, composicdo lipidica, diametro e proteinas que interferem no seu
metabolismo, tais como, CETP e LCAT e investigar se esses parametros diferem em
idosos com e sem DAC. Investigar se idosos com DAC e DM apresentam alteracfes

caracteristicas e distintas nesses parametros.



22

3. METODOS

3.1 Casuistica

Os individuos estudados foram alocados em quatro grupos:

Grupo JOV — jovens, entre 20-30 anos, saudaveis;

Grupo IDS — idosos, com idade igual ou superior a 60 anos, sem DAC e sem DM,;
Grupo IDS-DAC - idosos, com idade igual ou superior a 60 anos, com DAC e sem DM,;
Grupo IDS-DAC-DM - idosos, com idade igual ou superior a 60 anos, com DAC e DM.

Os individuos dos grupos IDS-DAC e IDS-DAC-DM avaliados foram
selecionados na Unidade de pesquisa MASS do InCor. Os individuos dos grupos IDS e
JOV foram selecionados no ambulatério SPA do InCor. Todos foram triados a partir de

exames previamente realizados de acordo com os seguintes critérios:

Critérios de incluséo:

- Individuos com DAC diagnosticada por cineangiocoronariografia; individuos
sem DAC confirmado por estudo angiogréafico e individuos com DM diagnosticada
através de exames laboratoriais dentro dos critérios da Associagdo Americana de

Diabetes.

Critérios de excluséo:

- Uso de corticoterapia, reposi¢cdo hormonal ou medicamentos hipolipemiantes;
hipertensdo arterial grave (critério do VI Joint: pressdo arterial > 180/110 mmHg);
insuficiéncia hepatica (atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina
amino transferase (ALT), gama glutamil transferase (yGT) e fosfatase alcalina acima
dos valores de referéncia); hipotireoidismo; histéria prévia de acidente vascular cerebral
hemorragico, hemorragias recentes, trombocitopenia, cirurgia recente; doenca
oncologica ativa.

Os participantes foram orientados detalhadamente sobre os objetivos do estudo,
assim como sobre todos os procedimentos envolvidos no protocolo de pesquisa. Caso o
participante fizesse uso de medicamentos hipolipemiantes (estatinas), estes foram

suspensos pelo médico responsavel um més antes da coleta de sangue (SPRANDEL et
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al., 2015 e LAVERDY et al., 2015). Ap0s todos os esclarecimentos, assinaram um
termo de consentimento prévio. Em seguida, foram orientados a comparecer no
Laboratorio de Metabolismo e Lipides no Incor para uma Unica coleta de sangue para a
realizacdo dos testes envolvidos na pesquisa, apresentados adiante. As amostras de
sangue foram obtidas dos pacientes no periodo da manhd, entre 7:00-9:00h, ap6s um
periodo de jejum de 12 horas, por puncdo a vacuo de veia periférica. Coletou-se um

volume total de 14mL de sangue.
3.2 Determinagdes Bioquimicas Séricas

Os niveis plasmaticos de triglicérides e colesterol total foram determinados por
método colorimétrico enzimatico (Chod-Pap, Merck S.A. Industrias Quimicas, Rio de
Janeiro, Brasil). O colesterol de HDL foi determinado pelo mesmo método utilizado
para o colesterol total, apds precipitacdo quimica das lipoproteinas que contém
apolipoproteina B, utilizando-se reagente precipitante constituido por cloreto de
magnésio e &cido fosfotungstico. O valor do colesterol de LDL foi estimado pela
equacdo de Friedewald, sendo obtido pela diferenca entre o colesterol total e a
somatoria do colesterol de HDL e colesterol de VLDL. O colesterol de VLDL foi

calculado através da divisdo dos niveis plasmaticos de triglicérides por 5.

Colesterol de LDL= [colesterol total - (HDL-C + VLDL-C)]

A dosagem do colesterol livre foi realizada pelo método enzimético
colorimétrico (Wako Pure Chemical Industries — EUA).

As concentracBes plasmaticas de apolipoproteinas A-l1 e B foram determinadas

através do método turbidimétrico (Roche, USA).
3.3 Preparo da nanoparticula lipidica artificial

A nanoparticula lipidica artificial foi preparada segundo a técnica descrita por
Ginsburg, Small e Atkinson (1982) modificada por Maranhédo et al. (1993). Em um
frasco, foram pipetados 40 mg de fosfatidilcolina, 20 mg de oleato de colesterol, 1mg de
trioleina e 0,5 mg de colesterol, diluidos em cloroférmio: metanol (2:1). Posteriormente,
foram adicionados & mistura de lipides os is6topos *H-colesterol esterificado e *C-

fosfatidilcolina ou *H-triglicérides e “C-colesterol livre. Os solventes residuais foram
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entdo evaporados da mistura sob fluxo de nitrogénio e dessecacdo a vacuo, por 16h, a
4°C. Apos a adicdo de 10 mL de tampaéo tris-HCI 0,01M, pH 8, a mistura de lipides foi
emulsificada por irradiacdo ultra-sonica, utilizando-se equipamento Branson, modelo
450A (Arruda Ultra-Som, S8o Paulo, Brasil) poténcia 125 watts, durante 3 horas, sob
atmosfera de nitrogénio, com temperatura variando entre 51 a 55°C. Para obtencdo da
nanoparticula lipidica artificial na faixa de didmetro e tamanho desejados, a solucéo
lipidica foi purificada em duas etapas de ultracentrifugacdo. Na primeira etapa, o
material da parte superior do tubo, resultante da centrifugacdo a 200.000 x g por 30
minutos, a 4°C, foi removido por aspiracdo (1 mL) e desprezado. Ao restante do
material foi adicionado brometo de potéssio (KBr) ajustando a densidade para
1,21g/mL. Apdés a segunda centrifugacdo (200.000 x g por 2 horas a 4°C), a
nanoparticula lipidica artificial foi recuperada no topo do tubo por aspiracdo. O excesso
de KBr foi removido por didlise, contra 2 trocas de 1000 volumes de tamp&o tris HCI
0,01 M, pH 8. Finalmente, a emulsdo foi esterilizada por filtragdo em membrana
Millipore de 0,22 um de porosidade sob fluxo laminar e armazenada a 4°C por até 15

dias.

3.4 Ensaio de transferéncia de colesterol livre e esterificado, triglicérides e

fosfolipides da nanoparticula lipidica artificial para HDL

Uma aliquota de 200 pL de plasma dos participantes foi incubada com 50 pL da
nanoparticula marcada com os lipides radioativos (oleato de colesterol-**C, trioleina->H,
colesterol-*H e fosfolipides-**C), a 37°C, sob agitacdo, durante 1 hora. Apds esse
procedimento, foram adicionados 250 pL de reagente precipitante (0,2% Dextran/0,3
mol/L MgCl,) seguida de agitacdo por 30 segundos e centrifugacdo por 10 minutos, a
3000 rpm. O infranadante, contendo a nanoparticula e as lipoproteinas plasmaticas que
contém apo B, VLDL e LDL foi desprezado. O sobrenadante, contendo a HDL, foi
submetido a contagem da radioatividade presente, que corresponde a transferéncia dos
lipides radioativos da nanoparticula para a HDL do individuo. Calculou-se a
percentagem de transferéncia de cada um dos lipides radioativos, considerando como
100%, a radioatividade total utilizada na incubacdo. Os resultados sdo expressos em
percentagem de lipides transferidos (LO PRETE et al., 2009).

3.5 Determinacdo do didmetro da particula HDL
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A HDL foi separada por precipitacdo quimica das particulas lipoprotéicas que
contém apo B, através da adicdo de 500 pL polietilenoglicol 8000 (200g/L). O
sobrenandante contendo HDL foi diluido em solucdo de NaCl (0,15M) e em seguida,
passa em filtro Millipore 0,22 um de diametro. A medida do didmetro da HDL foi
realizada por espalhamento de luz (Zetasizer Nano ZS90, Worcestershire, Reino Unido)
coletados em um angulo de 90° e 658 nm e expressos pelos resultados médio obtidos em
5 corridas de 1 minuto e 30 segundos cada (LIMA; MARANHAOQO, 2004).

3.6 Composicdo lipidica da HDL

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

1,67 para ajuste do peso molecular do colesterol esterificado (BRAGDON et al., 1956).

3.7 Determinacdo da concentracdo da CETP e LCAT

A concentracdo de CETP e LCAT foi determinada pelo método de ELISA
(ALPCO, EUA). A leitura foi realizada em leitor de microplacas (Multilabel Reader
VictorTMX3, PerkinElmer, Massachusetts, EUA).

3.8 Determinacdo de marcadores inflamatorios

Os marcadores inflamatorios IL-1pB, IL-6, IL-8, TNFa, HGF, NGF, MCP-1
foram determinados por metodologia multiplex (Milliplex, Merck — Millipore,
Darmstadt, Alemanha).

3.9 Anélise estatistica

Variavel categdrica foi descrita com frequéncia absoluta e verificada a

associagdo com os grupos com o teste qui-quadrado (KIRKWOOD; STERNE, 2006).
Os dados descritivos foram apresentados como meédia + desvio padrdo para dados
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paramétricos e mediana (minimo; maximo) para dados ndo-paramétricos. A distribuicdo
dos dados foi avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. O teste t-Student ou o teste
Mann-Whitney foi realizado para comparar os grupos IDS e JOV (KIRKWOOD;
STERNE, 2006). Os grupos IDS e JOV também foram comparados ajustando-se o IMC
com uso de modelos lineares gerais com estimagdo de minimos quadrados para nao ser
utilizada a suposicdo de normalidade na comparagdo. A comparacao entre 3 grupos foi
realizada com uso de analises de variancias (ANOVA) seguidas de comparacdes
multiplas de Bonferroni quando detectada diferenca entre os grupos ou testes Kruskal-
Wallis seguidos de comparagdes multiplas de Dunn para identificar entre quais grupos
ocorreram as diferencas (NETER et al., 1996).
Os testes foram realizados com nivel de significancia de 5%.

As analises foram realizadas com uso do “software” IBM-SPSS verséo 20.0.
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4. RESULTADOS

Em primeira analise, comparou-se o grupo JOV (n=25) com o grupo IDS (n=35)
para avaliar o efeito do envelhecimento nos parametros propostos.

Na tabela 1, estdo descritas as caracteristicas fisicas dos individuos. Observou-se
maior indice de massa corpérea (IMC) no grupo IDS em relagdo ao JOV (p = 0,009).

Tabelal- Caracteristicas fisicas dos jovens (JOV) e idosos sem DAC e sem DM (IDS).

JOoV IDS

(n=25) (n=35) P
Sexo, (n) 0,693
Feminino 13 20
Masculino 12 15
Idade (anos) 25,8+3,4 69,1 +6,3 <0,001
IMC (kg/m?) 24,1+4,1 27,5+4,9 0,009

A variavel categorica esta representada como frequéncia absoluta. As variaveis continuas estdo
representadas como média + desvio padrdo. IMC: indice de massa corporea.

O grupo IDS apresentou niveis de colesterol total e de LDL maiores quando
comparados com JOV (Tabela 2). Nado houve diferenca nos niveis de colesterol de HDL

e livre, e triglicérides. Os niveis de apoA-I e B foram semelhantes entre o0s dois grupos.



Tabela 2 - Glicose, lipides e apolipoproteinas dos jovens (JOV) e idosos sem DAC e

sem DM (IDS).
Jov IDS p p’
(n=25) (n=35)
Glicose (mg/dL) 887 96 £ 12 0,002 0,244
Colesterol (mg/dL)
Total 177 £33 210 + 46 0,003 0,544
LDL 106 £+ 29 138 £ 45 0,003 0,715
HDL 49 +13 48 + 15 0,877 0,342
N&o-HDL 128 + 36 162 + 50 0,005 0,900
Colesterol livre (mg/dL) 48+9 48+ 13 0,951 0,072
Triglicérides (mg/dL) 107 £ 65 116 + 48 0,290 0,550
Apolipoproteina (g/L)
A-l 1,46 +£0,31 1,45+0,38 0,927 0,435
B 0,83+0,25 0,94+0,20 0,068 0,864

Dados expressos como média + desvio padrdo. °Resultado ajustado pelo indice de massa
corporea. LDL.: lipoproteina de baixa densidade, HDL.: lipoproteina de alta densidade.

A taxa de transferéncia de fosfolipides para a HDL foi maior nos idosos do que
nos jovens. A HDL de IDS apresentou maior quantidade de colesterol livre quando
comparada com JOV (Tabela 3). Ndo houve diferenca significativa na taxa de
transferéncia de lipides para HDL, no didmetro da lipoproteina, e concentracdo de
CETP e LCAT entre 0s grupos.
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Tabela 3 - Transferéncia de lipides da nanoparticula para HDL, composicao lipidica e
didametro da HDL, concentracdo de CETP e LCAT em jovens (JOV) e em idosos sem
DAC e sem DM (IDS).

JoV IDS p p°
(n=25) (n=35)

Taxa de transferéncia (%)

Colesterol esterificado 433+087 4,28+0,63 0,796 0,975
Colesterol livre 8,33+2,03 837+195 0,953 0,336
Fosfolipides 23,80+1,80 2520+2,00 0,008 0,353
Triglicérides 474+099 516+09 0,104 0,056

Composicdo lipidica da HDL (%)

Colesterol esterificado 37,349 37,2+5,6 0,964 0,702
Colesterol livre 5311 6,4+272 0,025 0,052
Fosfolipides 47,0+5,4 46,7 £ 6,5 0,884 0,873
Triglicérides 10,5+ 3,3 9,7+3,0 0,349 0,672

Diametro HDL (nm) 8,43+0,79 856+0,67 0,509 0,009

CETP (ug/mL) 246+0,75 249+089 0,882 0,396

LCAT (ug/mL) 7,78+176 6,98+1,37 0,102 0,080

Dados expressos como média + desvio padrdo. °Resultado ajustado pelo indice de massa
corporea. HDL.: lipoproteina de baixa densidade, CETP: proteina de transferéncia de colesterol
esterificado, LCAT: lecitina-colesterol aciltransferase.

A IL-6 e IL-8 foram estatisticamente maiores no IDS enquanto que IL-1B foi
estatisticamente menor no IDS do que em JOV (p < 0,05), como apresentado na Tabela
4,

Apbs ajuste do IMC, apenas o diametro da HDL e a IL-6 foram estatisticamente
maiores no IDS do que em JOV (p = 0,009 e p = 0,029, respectivamente) (Tabelas 3 e
4).
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Tabela 4 — Concentragdo de marcadores inflamatorios dos jovens (JOV) e idosos sem
DAC e sem DM (IDS).

Jov IDS p p°
(n=25) (n=35)
IL-6 (pg/mL) 1,23 (0,47;4,21) 1,52 (0,82;18,2) 0,036 0,029
IL-8 (pg/mL) 3,45 (1,63;52,17) 6,00 (2,52;22,75)  <0,001 0,362
TNF-a (pg/mL) 4,55 (0,68;7,91) 4,01 (0,58; 8,75) 0,893 0,330
IL-1B (pg/mL) 0,60 (0,37;2,99) 0,45 (0,30; 3,26) 0,013 0,051
NGF (pg/mL) 4,11 (1,94;8,53) 3,37 (1,73;7,34) 0,294 0,086
HGF (pg/mL) 461 (173; 2752) 498 (17; 1664) 0,688 0,812
MCP-1 (pg/mL) 252 (45; 577) 252 (74; 577) 0,555 0,483

Dados expressos pela mediana (minimo; maximo). “Resultado ajustado pelo indice de massa
corporea. IL: interleucina, TNF-a: fator de necrose tumoral-a, NGF: fator de crescimento
nervoso, HGF: fator de crescimento de hepat6cito, MCP-1: proteina quimiotatica de mondcitos-
1.

Em segunda analise, comparou-se individuos dos grupos IDS, IDS-DAC e IDS-
DAC-DM.
As caracteristicas desses grupos estdo descritos na Tabela 5. Nao houve

diferenca no IMC entre os trés grupos.

Tabela 5 - Caracteristicas fisicas dos idosos sem DAC e sem DM (IDS), com DAC
(IDS-DAC) e com DAC e DM (IDS-DAC-DM).

IDS IDS-DAC  IDS-DAC-DM p
(n=35) (n=35) (n=34)
Sexo, (n) 0,179
Feminino 20 15 12
Masculino 15 20 22
Idade (anos) 69+6 72+6 72+8 0,073
IMC (kg/m?) 275+ 4,9 26,2 +5,1 27,6 +4,3 0,409

A varidvel categorica esta representada como frequéncia absoluta. As varidveis continuas estdo
representadas como média + desvio padrdo. DAC: doenca arterial coronaria, DM: diabetes
mellitus tipo 2, IMC: indice de massa corporea.

A Tabela 6 mostra que em média o colesterol livre foi estatisticamente maior no
grupo IDS-DAC-DM do que no grupo IDS (p = 0,009). Glicose e apo-B foram em
média maiores no grupo IDS-DAC-DM do que nos demais grupos (p < 0,05).
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Tabela 6 - Glicose, lipides e apolipoproteinas dos idosos sem DAC e sem DM (IDS),
com DAC (IDS-DAC) e com DAC e DM (IDS-DAC-DM).

IDS IDS-DAC IDS-DAC-DM
(n=35) (n=35) (n=34) P
Glicose (mg/dL) 96 + 12 98 + 10 133 + 46%**" <0 001
Colesterol (mg/dL)
Total 211 + 46 203 + 37 215+ 33 0,454
LDL 139 + 45 134 + 34 142 + 28 0,641
HDL 49 + 15 46 +13 45 + 10 0,412
N&o-HDL 162 50 157 + 38 170 +£31 0,404
Colesterol livre (mg/dL) 48+ 13 50+10 56 + 12** 0,009

Triglicérides (mg/dL) 102 (54; 211) 102 (34; 267) 136,5 (56; 354) 0,134
Apolipoproteina (g/L)
A-l 1,45+ 0,38 1,29 +0,32 1,34 +0,18 0,093
B 0,94 +0,20 0,96 + 0,22 1,09 £ 0,17*** 0,004

As varidveis continuas estdo representadas como média * desvio padrdo para dados
paramétricos ou mediana (minimo; maximo) para dados ndo paramétricos. **p<0,01 versus
CTL, ***p<0,001 versus CTL, ”p<0,05 versus DAC, "#p<0,001 versus DAC. LDL:
lipoproteina de baixa densidade, HDL.: lipoproteina de alta densidade. DAC: doenca arterial
coronaria, DM: diabetes mellitus tipo 2.

A transferéncia de colesterol livre, fosfolipides e triglicérides no IDS-DAC foi
menor em relacdo ao IDS, enquanto a de colesterol esterificado foi maior no IDS-DAC
(Tabela 7).

Comparando-se IDS-DAC e IDS-DAC-DM, a transferéncia de fosfolipides foi
maior no IDS-DAC-DM, enquanto a de colesterol esterificado foi menor no IDS-DAC-
DM (Tabela 7). Nao houve diferenca na transferéncia de triglicérides e colesterol livre
entre IDS-DAC e IDS-DAC-DM.

Em relagdo a composicdo lipidica da HDL, IDS-DAC apresentou maior
proporcao de colesterol esterificado e triglicérides comparado ao IDS (Tabela 7). IDS-
DAC-DM apresentou menor propor¢do de colesterol nédo esterificado em relagdo ao
IDS.

A propor¢do de colesterol esterificado e livre foi menor, enquanto que a
proporcao de fosfolipides foi maior na HDL de IDS-DAC-DM, quando comparado a
IDS-DAC (Tabela 7).
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Tabela 7 - Transferéncia de lipides da nanoparticula para HDL, composicdo lipidica e
diametro da HDL, CETP e LCAT dos idosos sem DAC e sem DM (IDS), com DAC
(IDS-DAC) e com DAC e DM (IDS-DAC-DM).

IDS IDS-DAC IDS-DAC-DM p
(n=35) (n=35) (n=34)

Taxa de transferéncia (%)
Colesterol esterificado 4,28 +0,63 5,26 + 0,73*** 3,99 + 0,83 <0,001

Colesterol livre 8,37 +1,95 7,08 + 1,68** 741+145 0,007
Fosfolipides 2520+2,00 21,60+ 2,40%** 24380 +4,70% <0,001
Triglicérides 5,16 + 0,96 4,54 + 0,98* 482+064 0,016

Composicéo lipidica (%)
Colesterol esterificado 37,2+5,6 42 4 + 9 2** 382+38" 0,003

Colesterol livre 6,4 %22 5820 4,5 +0,9****  <0,001
Fosfolipides 46,7+65  39,7+104**  458+35%  <0,001
Triglicérides 9,7+3,0 12,1 +4,1* 11,5+£2,7 0,011
Diametro HDL (nm) 8,56 + 0,67 8,48 + 0,59 849+052 0,851
CETP (ug/mL) 2,49 + 0,89 3,01+0,94*  2,03+0,59" <0,001
LCAT (ug/mL) 6,98 + 1,37 6,45 + 1,33 7,47 +155" 0,038

Dados expressos como média = desvio padrdo. *p<0,05 versus CTL, **p<0,01 versus CTL,
***n<(0,001 versus CTL, “p<0,05 versus DAC, *p<0,01 versus DAC, *#p<0,001 versus DAC.
DAC: doenga arterial coronaria, DM: diabetes mellitus tipo 2, HDL.: lipoproteina de baixa
densidade, CETP: proteina de transferéncia de colesterol esterificado, LCAT: lecitina-colesterol
aciltransferase.

Com relagdo a CETP, IDS-DAC apresentou maior concentracdo quando
comparado ao IDS. A concentracdo da proteina foi semelhante nos demais grupos, como
apresentado na Tabela 7. A concentracdo de LCAT apresentou diferenca estatistica
apenas entre IDS e IDS-DAC-DM.

A IL-6 e TNF-a foram estatisticamente maiores no grupo IDS-DAC-DM do que
no IDS (p < 0,05), como apresentado na Tabela 8. Os demais marcadores inflamatorios

foram semelhantes em todos 0s grupos.



33

Tabela 8 — Concentracdo de marcadores inflamatorios dos idosos sem DAC e sem DM
(IDS), com DAC (IDS-DAC) e com DAC e DM (IDS-DAC-DM).

IDS IDS-DAC IDS-DAC-DM p
(n=35) (n=35) (n=34)

IL-6 (pg/mL) 1,52 (0,82; 18,2) 2,38 (0,94; 28,26) 3,73 (1,48; 31,65)* 0,004
IL-8 (pg/mL) 6,00 (2,52; 22,75) 5,85 (2,89; 15,22) 6,20 (2,66; 41,60) 0,984
TNF-a (pg/mL) 4,01 (0,58;8,75) 6,31 (1,04; 14,47) 7,52 (1,73; 42,66)* 0,001
IL-1B (pg/mL) 0,45 (0,30; 3,26) 0,40 (0,26; 1,45) 0,42 (0,26; 36,29) 0,216
NGF (pg/mL) 3,37 (1,73;7,34) 3,82 (0,72;16,83) 3,82 (1,94;261) 0,708
HGF (pg/mL) 498 (17, 1664) 699 (113;2035) 657 (225;1935) 0,164
MCP-1 (pg/mL) 252 (74: 577) 386 (138; 622) 322(23;954) 0,219

Dados expressos pela mediana (minimo; méaximo). *p<0,05 versus CTL. DAC: doenca arterial
coronaria, DM: diabetes mellitus tipo 2, IL: interleucina, TNF-a: fator de necrose tumoral-a,
NGF: fator de crescimento nervoso, HGF: fator de crescimento de hepatdcito, MCP-1: proteina
quimiotatica de mondcitos-1.
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5. DISCUSSAO

5.1 IDS x JOV

No presente estudo, LDL-colesterol e ndo-HDL-colesterol foram maiores em
IDS do que em JOV. O aumento do LDL-colesterol no idoso foi documentado no
estudo Framingham, no qual se verificou que o LDL-colesterol aumenta gradualmente
com a idade (ABBOTT et al. 1983).

O envelhecimento é acompanhado, frequentemente, de mudangas no
metabolismo do colesterol, entre as quais 0 aumento do LDL-colesterol é a mais
conhecida. E decorrente da reducdo do nimero de receptores da LDL no figado,
levando a diminuigdo do “clearance” plasmatico da LDL. A redugdo do niimero destes
receptores no idoso pode estar associado a aumento da proproteina convertase
subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK?9), responsavel pela degradacao dos receptores de LDL
(CUI et al. 2010; DUBUC et al. 2010), ou a reducdo da sintese de &cidos biliares.
Menor sintese de acidos biliares resulta em menor utilizacdo do colesterol hepatico.
Assim, quantidades menores de colesterol sdo necessarias para a manutencdo do
estoque hepatico, havendo regulacdo negativa dos receptores de LDL e aumento de
LDL-colesterol plasmatico (EINARSSON et al. 1985; BERTOLOTTI et al. 2007).
Entretanto, outros mecanismos ligados ao extremamente complexo processo de
envelhecimento podem estar operantes.

Neste trabalho, a concentracdo plasmatica de apo B tendeu a estar maior no
grupo IDS, mas a diferenca ndo atingiu significancia estatistica. A apo B é marcador das
particulas das lipoproteinas da cascata VLDL a LDL e apenas uma molécula de apo B
estd presente em cada particula de VLDL, IDL e LDL. Assim, quando ocorre aumento
do LDL-colesterol, espera-se que haja aumento da apo B, exceto se houver reducdo da
VLDL e IDL ou a quantidade de colesterol em cada particula da LDL aumente sem que
haja aumento do nimero de particulas da lipoproteina na circulagdo. O fato de néo ter
havido diferenca estatisticamente significante (p=0,068) entre IDS e JOV pode ter sido
devido ao tamanho da amostragem.

N&o houve diferenca estatistica no HDL-colesterol entre os grupos IDS e JOV.
Ao contrario do que acontece com o LDL-colesterol, onde estd bem estabelecido o
aumento deste pardmetro em idosos, € controversa a relacdo dos niveis de HDL-

colesterol com a idade dos individuos. O HDL-colesterol no idoso tem sido descrito na
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literatura como mais baixo (FERRARA; BARRETT-CONNOR; SHAN, 1997), mais
alto (NIKKILA et al., 1991), ou igual (SERES et al., 2004) ao dos individuos mais
jovens. Provavelmente, essas diferencas se devam ndo s6 a fatores ambientais ou
genéticos mas também a faixa etaria do grupo de individuos mais idosos e dos mais
jovens  analisada em cada trabalho (TAKEUCHI et al, 1983,
NEWSCHAFFER; BUSH; HALE, 1992). E interessante notar que nio tenha havido
diferencas entre IDS e JOV também no tocante a concentracdo de apo A-l que, embora
presente também nas VLDL e IDL, é principalmente marcador da HDL. Portanto, 0s
resultados de apo A-l1 provéem confirmacdo dos resultados de HDL-colesterol, iguais
entre os dois grupos.

Comparando os dados de transferéncia in vitro de lipides das nanoparticulas
doadoras para a fragdo HDL, encontramos diferenca apenas na tranferéncia dos
fosfolipides, que foi maior no grupo IDS do que no JOV sendo iguais as transferéncias
de colesterol esterificado e livre e a de triglicérides. A interpretacdo destes resultados €
dificil, tendo em vista que as transferéncias de lipides entre lipoproteinas é bidirecional.
Portanto, o fato de a transferéncia de fosfolipides para HDL estar aumentada nao
significa que a fragdo HDL do grupo IDS fique enriquecida em fosfolipides. Aliés, ndo
houve aumento da % de fosfolipides na HDL de IDS. Deve-se ressaltar, por outro lado,
que foi reportado que a acdo da PLTP, que estimula a transferéncia de fosfolipides, esta
aumentada no idoso (HOLZER et al., 2013), embasando o nosso achado.

O fato de ndo haver diferencas entre IDS e JOV no referente as transferéncias
para a HDL de colesterol esterificado e triglicérides se coaduna com o fato de néo ter
sido observado entre os dois grupos diferencas na concentracdo da CETP, a proteina que
media a transferéncia destes dois lipides.

A composicao lipidica da fracdo HDL diferiu entre IDS e JOV apenas no que se
refere ao % de colesterol livre, que foi maior em IDS, achado de interpretacéo dificil.
Os dados da literatura a esse respeito sdo escassos e contraditorios: Takeuchi et al.
(1983) nédo observaram diferenga na composicéo lipidica da HDL entre jovens, de 20-30
anos e idosos de 60-70 anos, e Holzer et al. (2013), pelo contrario, observaram menor
quantidade de colesterol livre na HDL de idosos. Digno de nota é o achado de que a
concentracdo da LCAT, a enzima de esterificagdo do colesterol, ndo diferiu entre IDS e
JOV.

A inflamacdo cronica determina alteraces no metabolismo plasmatico de

lipides, exemplicada pelo efeito inibitério do TNF- o sobre a atividade da lipase
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lipoproteica, uma das enzimas mais importantes nesse metabolismo, ja que promove a
hidrdlise dos triglicérides das VLDL e quilomicron. A inflamacéo crbnica tem sido
associada a aumento de triglicérides, consentaneo com a reducéo da atividade da lipase
lipoproteica e reducdo do HDL-colesterol, e a alteracdo da composicdo protéica e
lipidica da HDL (FEINGOLD; GRUNFELD, 2016).

E caracteristica classica no idoso o0 aumento de um processo inflamatorio basal,
no qual o aumento da concentracdo das citocinas pré-inflamérias € proeminente
(ALVAREZ-RODRIGUEZ et al., 2012; MICHAUD et al., 2013). De fato, no presente
trabalho, IDS apresentou maiores niveis de IL-6 e IL-8 do que JOV, o que estd de
acordo com descricBes prévias na literatura (DEVAUX et al., 1997; ALVAREZ-
RODRIGUEZ et al., 2012), embora aqui ndo tenhamos encontrado diferencas entre 0s
dois grupos nos niveis de TNF-o, como também descrito por Donato et al., 2008, e 0s
niveis de IL-1p foram até menores em IDS do que em JOV, contrariando 0s resultados
de Sansoni et al. (2008) e Alvarez-Rodriguez et al. (2012).

Um outro ponto importante na interpretacdo de nossos dados foi o fato do IMC
de IDS ter sido maior do que o de JOV. Apds ajuste estatistico pelo IMC dos parametros
metabdlicos determinados nesse estudo, observou-se que o perfil lipidico plasmatico de
IDS passou a ndo diferir do apresentado por JOV. O ajuste pelo IMC também resultou
em mudancas na comparagdo entre IDS e JOV relacionadas a transferéncia de lipides e
diferengas na concentracdo de IL-8 e IL-1PB, que desapareceram com 0 ajuste. Esta
analise mostra o grande impacto do progressivo aumento de peso a medida que o

individuo vai envelhecendo, uma tendéncia geral na populacao.

5.2 IDS x IDS-DAC

E marcante nos resultados deste estudo, ao contrario do esperado, que n&o tenha
havido diferencas estatisticamente significantes entre os grupos IDS e IDS-DAC quanto
ao LDL-colesterol, ndo-HDL-colesterol e triglicérides, parametros prd-aterogénicos.
Quanto ao HDL-colesterol, de acdo anti-aterogénica, também ndo diferiu entre os dois
grupos. Uma possivel explicacdo para este achado é que o grupo IDS, apesar de néo ter
historia das manifestacdes da DAC, tinha tendéncia a parametros lipidicos um tanto fora
da faixa de normalidade.

O fato de os lipides plasmaticos ndo terem diferido entre IDS e IDS-DAC, torna-

se elemento facilitador da analise das transferéncias in vitro de lipides, de vez que a
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concentracdo diferente dos lipides plasméticos pode influenciar os resultados do teste in
vitro. Por exemplo, concentragdo de HDL-colesterol mais alta em um grupo pode
facilitar a transferéncia dos lipides para a HDL, por lei de acdo de massas, mascarando
0s outros fatores determinantes da transferéncia, como as proteinas de transferéncia,
CETP e PLTP e composicéo da HDL, entre outros fatores.

Neste contexto onde as concentracdes de lipides plasmaticos foram semelhantes
nos dois grupos, ganha relevo como fator preditor o achado de que a transferéncia de
colesterol livre para a HDL tenha sido menor no grupo IDS-DAC do que em IDS. Um
resultado na mesma diregdo foi encontrado em estudo anterior no qual se comparou
individuos normolipidémicos com DAC precoce, de idade entre 45-50 anos com grupo
controle da mesma faixa etaria sem DAC. Nos individuos com DAC precoce, a
transferéncia do colesterol livre para as HDL foi menor do que nos controles
(MARANHAO et al., 2012).

A diminuicdo da transferéncia de colesterol livre para a HDL pode diminuir o
processo de esterificacdo de colesterol. Na fracdo HDL reside o grande sitio de
esterificacdo no compartimento plasmatico, porque nesta fracao se encontra a LCAT e a
apo A-l, o co-fator desta enzima e principal apo da HDL. A diminuicdo da
disponibilidade do substrato, ja que transferéncia de colesterol livre para a HDL esta
diminuida, resulta na diminuicdo do produto, os ésteres de colesterol. Pode presumir-se
que o colesterol livre que fica retido nas outras fracdes lipoproteica, onde a presenca de
LCAT e apo A-l é reduzida, possa precipitar-se nos vasos sanguineos e ceélulas
circulantes no plasma. No caso da artéria, enriquecimento do endotélio com colesterol
pode ser estopim para fendmenos iniciais da aterogénese, dado a grande importancia do
colesterol na fluidez das membranas celulares e funcdo das proteinas de membrana
(SANTOS et al., 2003; COUTO et al., 2007; MARANHAO; FREITAS, 2014).

Aléem da menor transferéncia de colesterol livre, observou-se também maior
tranferéncia de colesterol esterificado e menor transferéncia de triglicérides no grupo
IDS-DAC do que no IDS. Coincidentemente, a concentracdo de CETP foi maior no
grupo IDS-DAC do que no IDS, o que pode ter influenciado a maior transferéncia de
colesterol esterificado para a HDL do IDS-DAC. A maior transferéncia de colesterol
esterificado traduziu-se, neste caso, em maior propor¢do deste composto na composicdo
lipidica da fragdo HDL do grupo IDS-DAC do que em IDS. Ao mesmo tempo, a menor
transferéncia de fosfolipides para a HDL do grupo IDS-DAC resultou em menor

contetdo de fosfolipides na composicao da HDL daquele grupo, comparado com IDS. E
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digno de nota mencionar que, apesar dessas diferencas de transferéncia de lipides e
composicdo da HDL entre IDS-DAC e IDS, o tamanho das particulas de HDL néo
diferiu.

No que se refere aos fatores inflamatorios plasmaticos, ndo houve diferenca
entre os grupos IDS-DAC e IDS nos valores de IL-6, IL-8, IL-13, TNF-a, MCP-1,
HGF e NGF. Embora haja alteracGes nesses fatores determinados em fragmentos das
artérias afetadas, onde tém papel importante na génese e progressdo da aterosclerose,
alteracOes sistémicas nem sempre sdo observadas. A literatura pertinente aos idosos €é
escassa. Kritchevsky, Cesari e Pahor (2003) descreveram diferencas entre idosos com e
sem DAC. reportando valores maiores de IL-6 e TNF-a nos idosos com DAC, mas
Clarke et al. (2018) n&o confirmaram o aumento de TNF-o, IFN-y ou PCR. Apenas
IL-6 e IL-5 estavam aumentados nos idosos com DAC. A faixa etéria desses dois

estudos € parecida com a dos participantes do presente trabalho.

5.3 IDS-DAC X IDS-DAC-DM

Tendo em vista que o DM é um fator de risco muito potente para DAC, cuja
presenca deflagra fatores de risco de grande importancia, como a hipertrigliceridemia e
a reducdo do niveis de HDL-colesterol, no que constitui a tipica dislipidemia do
paciente diabético, a elucidacdo das diferencas metabdlicas associadas com DAC com e
sem a presenca de DM é muito importante. No entanto, € surpreendente a escassez de
trabalhos na literatura que focaram esta abordagem comparativa direta. E marcante que,
no presente trabalho, os niveis de HDL-colesterol e triglicérides, onde classicamente
ocorre a dislipidemia do DM, ndo haja diferencas entre os grupos IDS-DAC e IDS-
DAC-DM. Tani et al. (2017) ndo encontraram diferenca na trigliceridemia, mas o HDL-
colesterol foi menor no grupo de idosos com DAC e DM do que no de idosos com DAC
sem DM. Os valores de LDL-colesterol e apo B ndo foram diferentes no estudo de Tani
et al. (2017). Ja no presente estudo encontrou-se LDL-colesterol igual nos dois grupos
e apo B maior no grupo IDS-DAC-DM, sugerindo tendéncia a maior percentual dos
subtipos de LDL pequena e densa que, é sabido, tém maior potencial aterogénico.

Houve varias diferencas nas transferéncias de lipides para a HDL entre IDS-
DAC-DM e IDS-DAC. A transferéncia de colesterol esterificado foi menor em IDS-
DAC-DM do que em IDS-DAC, coadunando-se com concentragdo mais baixa de CETP

em IDS-DAC-DM e menor contetdo de éster de colesterol na composicdo da fracéo



39

HDL. Realmente, menor concentracdo de CETP pode levar a menor passagem de
colesterol das lipoproteinas doadoras para HDL, resultando em menor % de éster de
colesterol nessa fracdo lipoproteica. No entanto, ndo houve diferenca entre IDS-DAC-
DM e IDS-DAC na transferéncia de colesterol livre para a HDL. Havia sido
previamente documentado que transferéncia diminuida de colesterol livre associa-se
com a presenca de DAC, tanto em pacientes com DAC precoce (MARANHAO et al.
2012) quanto em pacientes com DAC e DM (SPRANDEL et al., 2015). Outras
diferencas potencialmente importantes entre IDS-DAC-DM e IDS-DAC, mas de dificil
interpretacdo, residem no menor contetdo de colesterol livre na fragdo HDL do grupo
IDS-DAC-DM e aumento na concentracdo de LCAT no plasma.

Quanto ao processo inflamatério, de acordo com os trabalhos prévios, esta
exacerbado no DM em comparacdo com individuos sem DM e sadios, o que foi
confirmado aqui comparando-se os fatores pré-inflamatérios de IDS-DAC-DM com o0s
do grupo IDS. No entanto, n&o houve diferencas entre IDS-DAC-DM e IDS-DAC em

nenhum dos fatores inflamatorios determinados no estudo.
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6. CONCLUSOES

Nos idosos (grupo IDS) houve valores mais altos de LDL-colesterol e ndo-HDL
colesterol do que nos jovens, considerados fatores pro-aterogénicos e de alguns fatores
inflamatdrios. No entanto, quando corrigidas pelo IMC, que foi maior nos idosos, as
diferencas desapareceram. Isto sugere a importancia preventiva de se manter o peso até
idade mais avancada.

N&o houve diferencas importantes no fenémeno de transferéncia de lipides para
a HDL entre idosos (IDS) e jovens.

Entre idosos sem DAC (IDS) e com DAC (IDS-DAC) nao houve diferencas nos
lipides plasmaticos, mas houve diferengas nas transferéncias de lipides, concentracdo de
CETP e composicdo da HDL, mostrando a eventual importancia desses marcadores néo-
convencionais como preditores e até alvos terapéuticos da doenca.

N&o houve diferencas nos lipides plasmaticos entre idosos com DAC com (IDS-
DAC-DM) e sem DM (IDS-DAC), entretanto houve diferengas nas transferéncias de
lipides, concentracdo de CETP e LCAT, composicao lipidica da HDL. Este achado pode

ser importante na interpretacdo da fisiopatologia e prevencdo da DAC do DM2.
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Titulo: METABOLISMO E FUNCAO DAS LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDADE (HDL) EM INDIVIDUOS
IDOSOS: EFEITO DA PRESENCA DE DIABETES MELLITUS TIPO 2 E DOENCA CORONARIA OBSTRUTIVA
Pesquisador Responsavel: Raul Cavalcante Maranhao Versdo: 2

Pesquisador Executante: Thauany Martins Tavoni CAAE: 41833115.9.0000.0068
Co-autores: Dr. Humberto Pierri, Dr. Whady A. Hueb, Fatima Rodrigues de Sousa e Freitas,
Aleksandra Tiemi Morikawa.

Instituigdo: HCFMUSP

Departamento: COMISSAO CIENTIFICA DO INCOR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Registro on-line: 13032

Numero do Parecer: 1.096.457

Data da Relatoria: 03/06/2015

Apresentacdo do Projeto: Avaliagdo da composicdo e funcdo de lipoproteinas de densidade aita (HDL),
perfil sérico inflamatério e expressdo de microRNAs em individuos idosos saudaveis, com diabetes
mellitus ou doenga cardiovascular.

Objetivo da Pesquisa: Avaliar a transferéncia de lipides marcados radioativamente em uma
nanoemulsdo para lipoproteinas de densidade alta (HDL), funcdo antioxidante da HDL, proteinas de
transferéncia de lipides no plasma, marcadores inflamatérios séricos e expressdao de microRNAs em
idosos saudaveis, com diabetes mellitus ou doenga cardiovascular.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios: Ndo ha beneficio direto aos participantes. Risco baixo, referente a
coleta de sangue por pungdo venosa. Ndo havera reten¢do de amostras em banco de armazenamento
biolégico.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa: Sera incluido um total de 200 individuos nos seguintes
grupos (50 em casa): 1) idosos (70-80 anos de idades) saudaveis; 2) idosos (70-80 anos de idade) com
DCV confirmada por cineangiocoronariogafia, 3) idosos (70-80 anos de idade) com diabetes mellitus tipo
2 e 4) jovens (20-30 anos de idade) saudaveis.

Considera¢des sobre os Termos de apresentag¢do obrigatdria: Adequados

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes: Sem pendéncias

Situagdo do Parecer: Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP: N3o

Consideragbes Finais a critério do CEP: Em conformidade com a Resolugdo CNS n® 466/12 — cabe ao
pesquisador: a) desenvolver o projeto conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e
final; c)apresentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua
guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas individuais e todos os demais documentos
recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para publicagdo, com os devidos créditos aos
pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do projeto; f) justificar perante ao CEP
interrupcao do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

Sdo Paulo, 03 de Junho de 2015
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