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O formato da dissertacdo segue o modelo recomendado pelo PPG em Ciéncias Médica:
Endocrinologia — UFRGS, sendo apresentada na forma de um artigo de revisdo sobre o

tema, seguido de um artigo original contendo os resultados finais.
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INTRODUGCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma das principais sindromes de evolugéo crénica que
acomete a populacdo nos dias atuais. A sua prevaléncia vem crescendo significativamente
com o processo de industrializacdo e urbanizacdo populacional dos ultimos anos.
Atualmente cerca de 5% da populacdo mundial € afetada por DM, e sua prevaléncia esta
aumentando rapidamente. O DM tipo 2 (DM2) afeta mais de 80% de todos os pacientes
diabéticos. Uma das complica¢cBes cronicas do DM é a doenca cardiovascular (DCV), a qual
€ responsavel por até 50% das causas de morte nestes pacientes. Estima-se que mais de
200 milhdes de pessoas sejam afetadas pela doenca em todo mundo (ADA, 2011; Mokdad
AH, 2000; WHO, 2006).

O DM é uma doenca metabdlica caracterizada por hiperglicemia, resultante de
defeitos de secrecdo e/ou acdo da insulina. Esta hiperglicemia crénica € associada as
complicacdes que incluem retinopatia, nefropatia, neuropatia e sintomas cardiovasculares
(DCCT, 1993; Pistrosch F, 2011; UKPDS, 1998). Por causa da natureza crbnica da doenca
e suas multiplas complicacdes, tornou-se uma grande ameaca para a saude publica.

Recentemente, a Associacdo Americana de Diabetes (ADA) mudou os critérios
diagnosticos para o DM, adotando o uso da hemoglobina glicada (HbAlc), um marcador de
glicemia crénica, como teste de escolha para o diagnéstico. Esta mudanca baseou-se no
relatério do Comité Internacional de Especialistas que recomendou o ponto de corte de
HbAlc 26,5% como critério diagnéstico de DM. Os niveis de HbA1c estdo intimamente
relacionados ao desenvolvimento das complicacdes em pacientes diabéticos e também
podem prever o desenvolvimento da doenca e/ou suas complica¢cdes em individuos ainda
sem a doenca. Novos critérios diagnésticos acrescentaram uma nova categoria de
individuos, os quais estariam em alto risco de desenvolver DM e/ou suas complicacdes,
denominada pré-diabetes com valores de HbAlc entre 5,7 a 6,4%. Estas recomendacdes
salientam o risco continuo para DM em todas as medidas da glicemia. Pacientes
classificados como pré-diabéticos devem ser informados do risco aumentado para o DM,
bem como para DCV, e devem ser orientados sobre estratégias eficazes para reduzir estes
riscos, tais como perda de peso e aumento da atividade fisica (The International Expert
Committee, 2009; ADA, 2011; WHO, 2011).

Diabetes, HbAlc e Complicacbes

Os pacientes com DM apresentam aumento do risco cardiovascular quando
comparados a pacientes nao-diabéticos. Estudos prospectivos demonstraram relacao direta
entre hiperglicemia crénica e as complicacdes micro e macrovasculares (DCCT, 1993;

Selvin E, 2005; UKPDS, 1998). Estudo recente relata que o controle glicémico, medido pela



HbAlc, € positivamente associado com DCV, mesmo ap0s ajuste para outros fatores de
risco cardiovascular, em individuos com e sem diagndstico de DM. Salientando que a HbAlc
esté correlacionada com os fatores de risco para DCV, incluindo lipidios, pressao arterial e
adiposidade (Laakso M, 2010) (Figura 1).

Aumento hepatico de glicose

- Complicagbes
TG“Cose microvasculares
lDlsposu;ao p
Glicose / T
Retinopatia
Hiperglicemia x
~ Complicagdes
T Resisténcia t FFA macrovasculares Nefropatia
insulina
/ i LDL
d *Lipslise P Idade, fumo, Sindrome Press&o Arterial
Metabdlica, Resisténcia a Insulina
lHDL e TTriincerl’deos

Figura 1: A hipotese das complicacdes diabéticas (Adaptado de Laakso M, 2010).

Ha grande interesse em saber se os marcadores circulantes do metabolismo da
glicose estdo associados com risco de DCV em pessoas sem diabetes. Varias medidas de
disglicemia como glicemia de jejum (GJ), teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e HbAlc
foram avaliadas em estudos a longo prazo, para DCV (Goldstein, 2003; Beckman, 2002).
Permanece incerto se a HbAlc reflete os processos relevantes ao dano vascular em
resposta a glicagédo, ou alguma combinacdo dessas possibilidades. Em pessoas sem DM a
HbA1lc foi fortemente associada com o risco cardiovascular, enquanto que os niveis de GJ e
TOTG foram modestamente associados (Khaw, 2006).

Outro estudo recente observa que a HbAlc é um marcador de risco cardiovascular
em pacientes sem diabetes e sugere a reclassificacdo de risco para doenga coronariana,
com a inclusdo da HbAlc em modelos ajustados. A HbAlc parece ser superior a GJ na
estratificacdo de risco macrovascular, especialmente em valores acima de 6,0% (Selvin E,
2010). Um estudo anterior ja havia demonstrado associacbes da HbAlc com DCV e
acidente vascular cerebral em um subgrupo da populacdo Atherosclerosis Risk in
Communities (ARIC), com DM e niveis baixos de GJ e HbA1c (Selvin E, 2004).

A hiperglicemia cronica ou intermitente tem sido identificada na patogénese da leséo

endotelial do DM (Thomas, 2002) e, em particular, no DM tipo 1, a disfuncéo endotelial tem




sido demonstrada mesmo quando a normoglicemia é alcangada (Huvers, 1999). Em adi¢éao,
foi relatado que o estresse oxidativo também tem papel na patogénese das complica¢gdes do
DM (Brownlee M, 2001).

Varios mecanismos podem mediar estes efeitos deletérios da hiperglicemia nos
tecidos, incluindo ativacdo de fatores de transcricdo e formacdo de produtos da glicacdo
avancados (AGEs) (Brownlee M, 2005). O processo de glicagdo ndo-enzimética de
proteinas tem um importante papel na patogénese das complicacdes crénicas no DM.
Tradicionalmente, os fatores envolvidos na modulacdo da glicacdo precoce de proteinas,
sdo a concentracdo prevalente de glicose e o tempo de meia vida da proteina. No entanto,
h& evidéncias de aumento de proteinas glicada em alguns estados nao-diabéticos, como em
doenca renal cronica, sindrome nefrética e anemia (Cechim, 1987; Chowdhury TA, 1998;
Coban, 2004).

A hiperglicemia e/ou a resisténcia a insulina podem levar ao estresse oxidativo e a
superproducado de superodxido, ativando vias bioquimicas que levam as complicagdes micro
e macrovasculares do DM (Brownlee, 2001; Barbosa, 2008). O estresse oxidativo é um
estado de desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a
capacidade antioxidante enddgena (Yoshihiro, 2003; Cerielo, 2000; Maritim AC, 2003). O
seu papel como determinante principal do inicio e da progressdao das complicacdes
cardiovasculares associadas ao DM tem sido alvo de grande interesse. O DM é usualmente
acompanhado pelo aumento da producdo de radicais livres ou diminuicdo das defesas
antioxidantes (Halliwell, 1989).

Os mecanismos pelos quais o aumento do estresse oxidativo esta envolvido nas
complicacdes diabéticas ndo sdo totalmente elucidados. Alguns mecanismos bioguimicos
tém sido propostos para explicar as anormalidades estruturais e funcionais, associadas com
a exposicao prolongada dos tecidos vasculares a hiperglicemia, com indicios de que a
capacidade antioxidante enddgena esteja prejudicada nos individuos diabéticos, dificultando
a remocao dos radicais livres (Halliwell, 1989).

As modificagbes ndo enzimaticas de proteinas sdo normalmente relatadas em
tecidos com baixo “turnover” e sado consideradas como possivel mecanismo comum
envolvendo a progressdo de muitas doencas. Entre os processos néo-enzimaticos, o
estresse oxidativo e glicagdo de proteinas tem causado um particular interesse (Selvaraj N,
2006; Lapolla, 2004).

HbAlc e Doenca cardiovascular
Historicamente, a medida da HbAlc era recomendada apenas para a determinacéo
do controle da glicose em individuos que ja haviam recebido o diagnostico de diabetes.

Recentemente, novas recomendacdes clinicas defendem o uso de HbAlc no diagndstico de
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diabetes, em grande parte com base na sua associagdo com a doenga micro e
macrovascular (ADA, 2011, Kuller, 1995).

Estudos relacionaram os niveis de HbAlc e risco cardiovascular tanto em pacientes
com DM, como em individuos normoglicémicos. A coorte de Norfolk apresentou um aumento
do risco de doenga macrovascular com o aumento dos niveis de HbAcl em pacientes
normoglicémicos (Khaw KT, 2001; Khaw KT, 2004). O impacto da HbAlc na DCV em
individuos diabéticos foi também avaliado em uma meta-analise, descrita anteriormente
(Selvin E, 2004).

O estudo prospectivo de Reykjavik analisou dados de pacientes sem DM, seguidos
por 24 anos, e encontrou que para cada 18mg/dL de aumento na glicose p6s prandial havia
3% a mais de chance de desenvolver um evento coronariano. A relacao entre glicose de
jejum normal e evento cardiovascular foi fraca. Este estudo concluiu que a cada aumento de
1 ponto na HbAlc, a chance de apresentar um evento coronariano aumentou em 20%
(Sarwar N, 2010).

Recentemente, no estudo Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) os niveis
elevados de HbAlc foram associados com o risco aumentado de DCV e morte, por qualquer
causa, em uma populacao de adultos ndo diabéticos. A hipétese de que a HbAlc é superior
a GJ, como indicador de risco para o desenvolvimento de DM, DCV e morte, foi confirmada,
com possiveis diferencas entre raca ou grupo étnico. Neste estudo, analisando pacientes
sem historia prévia de DM, o nivel de HbAlc também se correlacionou com o risco de DCV.
A partir de um ponto basal, onde a HbAlc se situava entre 5,0% e 5,4% e o risco era de 1,
valores de HbAlc entre 5,5% -5,9% aumentaram o risco em 23%, niveis de HbAlc entre
6,0%-6,4% aumentaram em 78% e HbAlc >6,5% aumentou o risco de DCV em 95% (Selvin
E, 2010).

O estudo caso-controle INTERHEART comparou os resultados de HbAlc de
individuos com e sem infarto do miocardio recente e, em concordancia com outros estudos,
para cada 1 ponto de aumento na HbAlc, a chance de ocorrer um infarto aumentou em 19%
(Gerstein HC, 2010).

Outro estudo recente LURIC, relata que a associa¢cado da HbAlc com a mortalidade &
independente da GJ. Sugerindo que a HbAlc € superior a GJ na predicdo de mortalidade
(Selvin E, 2010). Além disso, foi relatado que a HbAlc, de forma significativa e
independentemente da GJ, prevé todas as causas de mortalidade cardiovascular em
individuos submetidos a angiografia coronariana (Silbernagel, 2011).

Uma recente meta-analise relata que a HbAlc, mesmo em pessoas sem diabetes,
pode ser um indicador de alteracbes metabdlicas que podem evoluir para eventos

cardiovasculares (Santos, 2011).
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HbAlc e Dislipidemia

Estudos mostraram que a HbAL1C reflete o processo aterosclerético e esté
fortemente relacionada a lipoproteina de baixa densidade (LDL) e a outros fatores de risco
cardiovascular (Harris, 1998; Saydah, 2001). As melhorias no controle glicémico podem
retardar a progresséo da aterosclerose em individuos com DM tipo 1 (Klein R, 1995) e DM
tipo 2 (Laakso M, 1999).

Tém sido proposto que a glicacdo e oxidacdo de lipidios e proteinas, podem
contribuir para o desenvolvimento da aterosclerose em individuos com DM, através da
formacdo dos produtos finais da glicacdo avancada (AGEs) (Quimones, 2004). Estudos em
individuos nao-diabéticos também mostraram correlagcdes semelhantes entre lipidios e
HbAlc (Garg A & Grundy SM, 1990).

A glicacéo das lipoproteinas, prolonga a meia-vida do LDL, facilitando sua oxidacéo e
aumentando seu poder de agressao ao endotélio, além de aumentar a formacéo dos AGEs,
gue promovem a disfuncéo endotelial generalizada (Laakso M, 1999).

In vivo, a formacédo dos produtos de Amadori podem ocorrer em um periodo de dias
e, uma vez formados, sdo praticamente irreversiveis. Os produtos de Amadori gerados dao
origem aos produtos de glicacdo avancada (AGEs, do inglés, Advanced Glycation End-
products) (Bierhaus A, 1998).

Peroxidacgéo lipidica
Ha associacdo entre os niveis plasmaticos elevados de LDL oxidado (LDL (oxi)) e
DCV, clinicamente expressa ou estavel, e sindrome coronariana aguda (Holvoet, 1998).

O aumento da tendéncia do LDL submeter a peroxidacdo lipidica, em pacientes
diabéticos, contribui para aumento dos niveis de HbAlc no sangue, principalmente naqueles
com HbAlc <7,3 (Hussein, 2007).

Evidéncias na literatura sugerem que os produtos da peroxidacdo lipidica podem
promover a glicacdo (Jain & Palmer, 1997; Selvaraj N, 2006). Entretanto, tem sido
demonstrado um aumento da glicacdo ndo enzimética de proteinas em muitos estados n&o
diabéticos (Cechim, 1987; Chowdhury TA, 1998).

A peroxidacao lipidica pode contribuir para a glicacdo da hemoglobina em pacientes
ndo-diabéticos e portadores de insuficiéncia renal cronica. Além disso, ha uma diminuicéo
dos niveis de HbAlc em eritrécitos quando incubados na presenca de glicose com &cido
lipolitico e 0 aminoé&cido taurino, de reconhecida capacidade antioxidante (Selvaraj N, 2006).
O mesmo efeito, foi observado em outro estudo utilizando acido lipolitico na prevencéo da
glicacdo da albumina sérica bovina (Kawabata T, 1994).

Tem sido proposto, que a peroxidacgao lipidica, com conseqiiente aumento nos niveis

de malondialdeido (MDA), € um dos provaveis mecanismos para o aumento da glicacdo da
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hemoglobina em pacientes normoglicémicos (Sathiyapriya V, 2006; Selvaraj N, 2006; Babu
NP, 2006; Kawabata T, 1994; Jain & Palmer, 1997).

O MDA é gerado tanto pela oxidacao lipidica como por produtos da sintese da
prostaglandina e tromboxano. A sua concentracdo plasmatica estd aumentada no DM e é
encontrado depositado em placas ateroscleréticas. A oxidacdo dos complexos lipidicos, in
vivo, é largamente causada por radicais livres derivados do oxigénio (ERO). O maior alvo
destas espécies sao as longas cadeias de 4cidos graxos polissaturados dos fosfolipideos
celulares. O produto resultante desta peroxidacao, frequentemente se decompde em um
radical que reage com a maioria das moléculas biol6gicas, incluindo proteinas e lipidios. O
MDA é eliminado da circulacdo pelo figado, através das enzimas aldeido desidrogenase e
tioquinase. Em condicBes normais, a oxidacdo lipidica é controlada pela concentracéo
adequada de antioxidantes (Slatter, 2000).

Em adicdo, o MDA também pode modificar a Apo B do LDL, o qual deixa de reagir
com seus receptores nas células hepaticas, sendo reconhecido pelos receptores scavenger
nos macrofagos. A reagdo entre MDA e LDL é altamente importante na aterosclerose
(Slatter, 2000; Jain & Palmer, 1997; Viigimaa M, 2010).

Além disso, foi demonstrada uma significativa associacdo entre HbAlc e diferentes
marcadores da peroxidagdo lipidica (Inouye 1999). O N-carboximetil lisina (CML) foi
identificado como o maior epitopo dos AGEs, que é formado a partir de acidos graxos
polinsaturados durante a reacéo de peroxidacéo (Fu MX, 1996).

Os CMLs encontrados em placas aterosclerdtica de pacientes normoglicémicos,
provavelmente devem ser derivados da peroxidacédo de lipoproteinas e ndo da glicose. Um
estudo demonstrou que os niveis de CML correspondem aos niveis de MDA no LDL,
sugerindo que os produtos da glicoxidacdo e da lipoxidacdo podem ser formados, tanto a
partir de proteinas como de lipidios (Requena JR, 1996).

O mecanismo pelo qual o MDA aumenta a formag¢do da HbAlc ainda néo foi bem
estabelecido. O MDA reagiria com a lisina (Figura 2), formando N-B-lisilamino-acroline (3-
LAA). O produto resultante reagiria com o grupo aldeido das moléculas de agucar, formando
uma ponte entre a hemoglobina e glicose, o que aceleraria o processo de glicagdo (Jain &
Palmer, 1997).

—~

Lysine }LN\’
Nl
(CHz)LN/\/\O /f
H NH+~ ~COO-
B-LAA a NPO

Figura 2: Produtos de reacao do MDA com lisina (A) e arginina (B).
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Peroxidacéo Lipidica e Aterosclerose

A DCV é a principal causa de morbidade e mortalidade nos paises ocidentais, do
mesmo modo, no Brasil, é responsavel por 25% dos ébitos, vitimando 250.000 pessoas por
ano. Numeros dos Estados Unidos da América demonstram que a aterosclerose é o
principal fator de risco para acidente vascular cerebral e, esta, € a terceira maior causa de
morte no pais. Por ser uma doenca de grande importancia e prevaléncia mundial, a
aterosclerose tem sido exaustivamente investigada e tem sua patogénese altamente ligada
a condicdo de estresse oxidativo (Murray, 1997; Chambless, 2000; Nagai, 2001).

O processo da aterosclerose esta relacionado a uma resposta inflamatéria cronica da
parede arterial, iniciada por uma lesdo no endotélio, cuja progressdo é mantida pela
interacdo entre as lipoproteinas modificadas, macréfagos derivados de mondécitos, linfocitos
T e constituintes celulares normais da parede arterial (Esterbauer, 1992).

A hipétese da resposta a injuria considera que a lesdo vascular é o evento inicial da
aterosclerose. Em contrapartida, a teoria da resposta a retengéo, afirma que a interagcdo
entre as lipoproteinas e a matriz € o ponto critico da aterosclerose, enquanto que a hipotese
da modificagdo oxidativa ressalta a importancia da oxidagédo do LDL como o principal fator
desencadeante da doenca (Chang, 1997; Hevonoja, 2000).

No final de século XIX os efeitos toxicos do oxigénio sobre os componentes
biolégicos j& eram conhecidos, e nos Ultimos anos tem-se tornado objeto de intensa
investigacdo cientifica (Halliwell, 2000). Estes efeitos sdo resultantes da oxidagdo de
componentes celulares como tidis, cofatores enzimaticos, proteinas, nucleotideos e lipidios
(acidos graxos poliinsaturados (AGPI)), mediada por espécies reativas de oxigénio (ERO) e
espécies reativas de nitrogénio (ERN), conhecidas genericamente como radicais livres (RL)
(Giller, 1995; Romero, 1998). A reacdo destas espécies com os AGPI, presentes nas
membranas celulares e nas lipoproteinas inicia um processo em cadeia conhecido como
peroxidacgdo lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO), que pode ser avaliado e utilizado como um
indicador celular de estresse oxidativo. A peroxidacdo de lipidios é definida como “a
deterioracdo oxidativa de lipidios poliinsaturados”. AGPI s&o aqueles que contém duas ou
mais duplas ligacdes carbono-carbono, devido a isso, sdo excelentes alvos para o ataque de
radicais livres (Halliwell, 1999).

A oxidacdo das lipoproteinas causa modificacdo da estrutura lipidica e protéica,
levando & peroxidagdo lipidica e a oxidacdo de residuos de aminoacidos, provocando
alteracbes em suas propriedades fisico-quimicas (Chang, 1997; Hevonoja, 2000). A

avaliacdo da oxidacao das lipoproteinas pode ser realizada pela mensuracao:
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1) Produtos derivados da peroxidacéo lipidica:

Dentre os produtos derivados da peroxidacdo lipidica, os mais estudados sdao:
isoprostanos, hidroperoxidos lipidicos, aldeidos (malondialdeido (MDA)), fosfolipides
oxidados e aqueles produzidos durante os processos bioquimicos de oxidagéo do colesterol.
Esses produtos derivados da oxidacdo de acidos graxos insaturados e do colesterol podem
ser mensurados pela avaliagdo da lipoperoxidacao que ocorre em tecidos, fluidos biol6gicos
e lipoproteinas (Chang, 1997; Hevonoja, 2000; Lima, 2001).

2) Oxidabilidade das lipoproteinas in vitro:

A suscetibilidade das particulas de LDL a oxidacdo pode ser avaliada in vitro, apés a
inducdo da peroxidacdo lipidica pelos ions cobre. O cobre, na forma de CuSO4, é
amplamente utilizado e inicia as etapas de peroxidacao lipidica por meio da redugcéo dos
hidroperéxidos lipidicos pré-formados nos acidos graxos presentes na lipoproteina, gerando
radical alcoxila (Miyazawa, 1994). Entretanto, € uma técnica espectrofotométrica que néo
reflete a extensdo da oxidagdo do LDL que ocorre in vivo e requer o isolamento prévio do

LDL do plasma por meio da técnica de ultracentrifugacdo (Miyazawa, 1994).

a) LDL minimamente oxidado ou LDL eletronegativo (LDL(-)): O LDL(-) surge das
modificagbes do LDL via oxidagdo n&o enzimatica (aldeidos, cobre, peroxinitrito) ou via
lipoxigenases e peroxidases que aumentam a carga negativa das particulas de LDL. Devido
as diferencas de carga, o LDL plasmatico pode ser separado por cromatografia de troca
ibnica em duas fragdes (Toshima, 2000).

O LDL (-) é encontrado predominantemente nas fragbes mais densas do LDL e
apresenta maior conteddo de hidroperéxidos lipidicos, o6xidos de colesterol,
lisofosfatidilcolina, dienos conjugados, aldeidos e &cidos graxos nao-esterificados em
comparacgdo ao LDL nativo (n-LDL), além da diminuicdo dos antioxidantes lipossoluveis. A
superficie do LDL (-) € mais polar do que o n-LDL e apresenta alteracdo da camada lipidica
e da estrutura secundaria da apolipoproteina B-100 (ApoB) (Fraley, 2006; Toshima, 2000).

Diversos estudos demonstram o aumento da proporgdo da LDL (-) no plasma de
individuos com elevado risco cardiovascular, como os portadores de DM, além daqueles em
hemodialise ou com doenca coronariana estabelecida e portadores de aterosclerose
independentemente da fase aguda ou crbnica (Sanchez-Quesada, 2004; Berliner, 1990;
Oliveira, 2006). Estes dados indicam que o LDL (-) pode ser considerado um importante

biomarcador para DCV.
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Mecanismos de formacao do LDL oxidado (LDL (oxi))

Existem evidéncias do importante papel da lipoproteina de baixa densidade oxidada
(LDL (oxi)) na etiologia da aterosclerose (Steinberg, 1989; Witztum, 1991). A teoria oxidativa
diz que os lipidios circulantes, principalmente o LDL, podem penetrar no endotélio das
artérias e sofrer modificacdes oxidativas por produtos metabdlicos, EROs e enzimas
produzidas pelas células vasculares, processo este catalisado pela presenca de metais de
transicdo, como ferro e cobre (Morel, 1984; Heineck, 1984). Essa modificacdo oxidativa do
LDL parece ocorrer em duas fases e acontece na intima do vaso.

Na primeira fase, ou fase inflamatéria, os lipidios do LDL sofrem oxidacdo, sem que
ocorram grandes modificacbes na apolipoproteina B, o que resulta na formac¢do do LDL
minimamente oxidado (LDL-ox min). Nesta fase, o LDL-ox min contribui para o estado
inflamatério da parede vascular, pois pode recrutar mondcitos circulantes através do
aumento da expressdo de glicoproteinas de adesdo na superficie celular. Os mondcitos
aderem-se a superficie vascular, e outras moléculas especificas podem atrai-los para o
espaco subendotelial, onde se diferenciam em macréfagos (Berliner, 1995; Goldman, 2005).

Na camada intima do vaso, as particulas de LDL-ox min podem sofrer intensa
oxidacdo por ERO e enzimas produzidas pelos macréfagos, como a mieloperoxidase e a
lipoxigenase, transformando-as em LDL altamente oxidado (LDL(oxi)), caracterizando,
assim, a segunda fase da modificacdo oxidativa do LDL (Lusis, 2000) (Figura 3). Nesta fase,
surgem produtos de decomposicao lipidica, os quais podem reagir com residuos de lisina da
Apo B, madificando e tornando o LDL mais eletronegativo. O LDL(oxi) passa a ser
reconhecido pelos receptores do tipo scavenger dos macréfagos, que ndo sao regulados
pelo contetdo celular de colesterol (Sparrow, 1989; Brown, 1990). Ocorre captacdo
indiscriminada de LDL (oxi) e acumulo macigo de colesterol nos macréfagos, formando
assim, as chamadas células espumosas (Leake, 1991). ApGs essa fase inicial, sdo
desenvolvidas as estrias gordurosas, que se caracterizam pelo aciumulo de células
espumosas e lipideos extracelulares, levando a inflamacdo e espessamento da parede
arterial (Tsimikas, 2000).
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Figura 3: O dano oxidativo afeta os componentes lipidicos e protéicos da LDL. Adaptado por Yamaguchi 2002.

O receptor de LDL descoberto por Goldstein e Brown tem um papel central no
metabolismo sistémico e celular do colesterol (Goldstein & Brown, 1976). E importante o
reconhecimento do LDL modificado por receptores especificos. Receptores scavenger sao
um conjunto de receptores que se ligam ao LDL(oxi), mas ndo as particulas de LDL nativa.
Macréfagos e outras células, como células de Kupffer, expressam alguns dos receptores
scavenger, como 0 SR-A, o primeiro a ser identificado e CD36. Hoje é evidenciado que
outros tipos celulares, como as células endoteliais, também possuem receptores scavenger
(Greaves, 2005; Steinbrecher, 1999; Terpstra, 2000). O LDL(oxi) é removido do meio por
endocitose, processo que faz parte da auto-defesa, no entanto, acaba ocasionando acumulo
de enormes quantidades de lipidios no interior dos macréfagos.

O aumento no plasma de LDL(oxi) ocorre concomitante com a regressao de lesbes
ateroscleréticas (Tsimikas, 2007), sugerindo que LDL(oxi) pode ser transferido entre a
parede do vaso e a circulagédo. Outros autores relatam que ha possibilidades do LDL(oxi) ser
gerado em tecidos extra-arteriais (Itabe & Ueda, 2007).

Estudos recentes tém sugerido que as concentracdes plasmaticas de LDL(oxi)
poderdo mudar sob condi¢cbes pré e pos-patolégicas. LDL(oxi) pode ser transferido entre os
tecidos e plasma e ndo se limita ao acumulo nas lesdes, sendo equilibrado entre os tecidos
e circulacdo. LDL(oxi) pode ser formado em varios locais, além dos tecidos da parede do
vaso. O figado é o érgao principal para o clearance de LDL(oxi) da circulacao (Tsimikas,
2007).

Além de contribuir significativamente para o surgimento das células espumosas, 0
LDL(oxi) possui varias outras atividades pré-aterogénicas, dentre elas: formagédo de

intermediarios e produtos finais da reagédo de oxidacao que s&o citotdxicos para células da
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parede vascular; induz e perpetua o estado inflamatério no local de seu acumulo; favorece a
secrecdo de interleucina-1 pelos mondcitos, o que aumenta a proliferacdo de células
musculares lisas na lesdo. Somando-se a estes efeitos, hda o aumento na disfuncdo
endotelial, a indugdo da agregacao plaquetaria, a formacgéo de trombos e a desestabilizacao
das placas ateromatosas, por mecanismos que incluem a expressao de metaloproteinases,
todos promovidos pelo LDL(oxi) (Quinn, 1987; Rajavashisth, 1990; Thomas, 1993; Xavier,
2004).

Valendo-se desta reacdo facilmente induzida pela presenca de metais, € possivel
quantificar e qualificar a cinética da modificacdo oxidativa do LDL, bem como dosar os
produtos formados no processo de lipoperoxidagdo, como o MDA e outros, 0s quais podem
ser utilizados como marcadores do estado oxidativo do LDL. Deste modo, é possivel sugerir
0 uso do LDL(oxi) como um dado adicional para a avaliacdo do risco de aterosclerose e
DCV (Ku, 1992).

Foram encontrados niveis de LDL (oxi) aumentados no plasma de pacientes com
diversas patologias, incluindo DCV (Naruko, 2006), infarto cerebral (Uno, 2003), hemodialise
e em casos de insuficiéncia renal crbnica. Estas evidéncias sugerem fortemente o
envolvimento do LDL (oxi) in vivo, na aterosclerose e indica que os niveis de LDL(oxi)
podem aumentar em pacientes com sintomas de aterosclerose (Holvoet, 1996; Ando, 1999).
Nas ultimas trés décadas varios estudos, estabeleceram que o LDL (oxi) € um marcador Uutil
para DCV (Ishigaki, 2009; Witztum & Steinberg, 1991).

No estudo MIRACL, pacientes com angina instavel ou infarto agudo do miocéardio
foram tratados com atorvastatina. O tratamento diminuiu o colesterol total e ApoB, mas
aumentou os niveis de LDL(oxi). Estas observacdes sugerem a possibilidade de que o

LDL(oxi) pode translocar-se entre lesdes aterosclerdticas e circulagédo (Tsimikas, 2004).

METODOS DE AVALIACAO DA OXIDACAO DA LDL

Dosagem de produtos da peroxidacao lipidica
Estes marcadores sdo amplamente usados na determinacéo do estresse oxidativo
através da avaliagdo da peroxidacdo lipidica, baseando-se na determinacdo da

concentracdo dos produtos mais estaveis resultantes desta reagéo (Dotan, 2004) (Figura 4).
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Figura 4: Modificagdo oxidativa dos componentes lipidicos do LDL e métodos para avaliacdo do dano oxidativo
(Dotan, 2004).

1) Dosagem de hidroperéxidos lipidicos: Dentre os varios produtos de degradacao e
decomposicéo resultantes da reacdo de oxidagdo do LDL, os primeiros a se formarem séo
os hidroperoéxidos lipidicos e sua dosagem, pode ser feita para aferir o estado oxidativo do

LDL. (Dotan, 2004) pode ser aferido usando técnicas espectrofotométricas (Wolff, 1994).

2) Dosagem de malondialdeido (MDA): O MDA é o marcador mais amplamente utilizado
atualmente para determinar peroxidacao lipidica (Chauhan, 2004) e o método para sua
dosagem geralmente baseia-se na reacdo classica com o &cido tiobarbitdrico (TBA). A
técnica espectrofotométrica € a mais empregada para determinar a concentracao de MDA
em amostras biolégicas (Bird, 1994; Suttnar 1997).

3) Dosagem de F,-Isoprostanos: F,-Isoprostanos sdo produtos da oxidagdo do &cido
araquidonico, atualmente este método é considerado especifico para determinar a
peroxidagdo lipidica (Meagher, 2000). Os F,-Isoprostanos podem ser quantificados
utilizando extracéo de fase solida e Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massa (CG-

EM) (Mori, 1999).

4) Métodos imunolégicos para a determinacao do LDL (oxi): Uma das propriedades que
diferenciam o LDL nativo do LDL(oxi) é a sua capacidade imunogénica. O LDL(oxi) possui
um papel imunogénico no processo da aterosclerose, pois € considerado um autoantigeno

formado na lesédo aterosclerética (Hansson, 2002). A partir da constatacdo de que ha
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presenca de anticorpos IgM e IgG especificos para LDL(oxi), tanto no sangue como em
lesdes ateroslerdticas, foi possivel desenvolver métodos imunolégicos para verificar a
presenca de LDL(oxi) e quantifica-lo (Palinski, 1989; Salonen, 1992). Estes métodos vém
sendo muito utilizados em estudos cientificos que visam avaliar diretamente a oxidagdo do
LDL in vivo (Belo, 2004; Shimada, 2004; Zaratin, 2002).

No presente momento, existem dois métodos basicos para a estimativa do LDL
oxidado: imunoensaio monoclonal com anticorpos contra LDL carbonil-modificado e
imunoensaios usando anticorpos monoclonais a fosfatidilcolina oxidada (Verhoye; 2009). O
método de ELISA, do tipo sanduiche, utilizando anticorpos monoclonais para diferentes
epitopos do LDL(oxi) humano séo os mais empregados na pratica laboratorial (Itabe, 1996;
Kohno, 2000). Os imunoensaios séo reprodutiveis, de facil e rapida execucdo e podem ser
automatizados facilitando a sua utilizacdo para a andlise de grande nimero de amostras.
Existem kits comercialmente disponiveis de ELISA para a deteccdo de LDL (oxi). Entre as
desvantagens esta a diversidade dos anticorpos monoclonais e dos tipos de imunoensaios
utilizados que torna dificil a comparagdo dos resultados entre os diferentes ensaios
(Miyazawa, 1994, Kohno, 2000) (Figura 5).

Ensaio tipo sandulche anticomo de Ensaio de competicdo LDLox do plasma Ensaio tipo sanduiche anticorpo de

captura: Mab anti=L DLox compete com LDLox absarvida pela captura: Mab anti=apoB=100

ligacdo com Mab anti-LDLox

Al anti-fpo B-100 hWah ant=LDLox Al anti=LDLox

A A

[ lox | /
Plasma LDLox _/ LDLox Flasma
Plasma k

LDLox .
| Mab anti-LDLox | ( ) | Mab anti-apoB-100

Figura 5: Principais tipos de ensaios ELISA para a determina¢éo de LDL oxidada no plasma (Kohno, 2000).

5) Determinacédo de auto-anticorpos anti LDL(oxi): Os niveis de autoanticorpos fornecem
uma evidéncia indireta da importancia do LDL(oxi) nha DCV e podem ser determinados por

um procedimento de enzimaimunoensaio (ELISA) (Abdalla, 2002; Yla- Herttuala,1998).
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Consideracdes Finais

Os pacientes com DM apresentam aumento do risco cardiovascular quando
comparado a pacientes nao-diabéticos. Estudos prospectivos demonstraram relacédo direta
entre hiperglicemia crbnica e as complicacbes micro e macrovasculares. Além da
hiperglicemia, pacientes diabéticos apresentam quantidades e qualidades anormais de
particulas lipoprotéicas. As alteracdes lipidicas mais frequentes na populacéo diabética sédo
a hipertrigliceridemia, baixas concentracbes de lipoproteinas de alta densidade (HDL),
formacdo de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) enriquecidas em colesterol e
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) pequenas e densas. O LDL denso é mais frequente
na circulagdo, quanto mais elevados forem os niveis de triglicerideos, sendo mais oxidado e
aterogénico do que as demais particulas lipidicas.

Estudos recentes demonstram um novo fator que contribui para 0 aumento dos
niveis sanguineos de HbAlc, observado em pacientes diabéticos, que € a presenca do LDL
oxidado e o aumento da tendéncia do LDL a peroxidacao lipidica.

Recentemente, nosso grupo estudou a associacdo dos marcadores bioquimicos do
estresse oxidativo e niveis de HbAlc em individuos ndo-diabéticos e encontrou associagéo
positiva entre um marcador da peroxidagdo lipidica (TBARS), indicando que pode existir
uma relacdo entre LDL e HbAlc, independente da glicemia.

A elevacao precoce dos niveis de HbAlc, em individuos normoglicémicos, pode ser
importante para o rastreamento de individuos com risco aumentado de desenvolver DCV e
gue poderiam se beneficiar de intervencdes terapéuticas precoces, evitando efeitos
deletérios. Embora estes individuos apresentem niveis glicémicos adequados, possuem um
aumento da glicacéo e da oxidacdo de proteinas e lipidios, o que poderia contribuir para a
patogénese das complicagfes diabéticas e para a disfuncéo endotelial, estando associada a

doenca macrovascular.
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OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi verificar a associacdo dos niveis de HbAlc com o
colesterol LDL e colesterol LDL oxidado em individuos nao diabéticos.
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ARTIGO ORIGINAL

Associacao dos Niveis de HbAlc com o Colesterol LDL e Colesterol LDL Oxidado em
Individuos Nao-diabéticos

RESUMO
Introducdo: O Diabetes mellitus (DM) esta associado a complicagdes cronicas micro e macrovasculares. A

medida da hemoglobina glicada (HbAlc) avalia o grau do controle glicémico em pacientes diabéticos e seus
niveis séo capazes de prognosticar o risco de desenvolvimento dessas complicacdes. Entre as origens das
complicacdes causadas pela hiperglicemia, ha a hipotese dos produtos finais de glicacdo avangada (AGEs) e do
estresse oxidativo. A reagdo de glicacdo ndo enzimatica das proteinas também esta relacionada com as
complicacdes diabéticas e é responsavel pela formagdo da HbAlc. Entretanto, tem sido demonstrado um
aumento dessa glicagdo em pacientes ndo diabéticos. Um dos provaveis mecanismos para esse aumento é a
peroxidagdo lipidica, com conseqliente aumento nos niveis de malondialdeido (MDA) que modifica a
apolipoproteina B (APO B) do colesterol de baixa densidade (LDL). A modificagdo oxidativa do LDL confere
propriedades especificas pro-aterogénicas. A presenga do LDL oxidado e o aumento da tendéncia do LDL a
peroxidagdo lipidica, podem contribuir para o0 aumento dos niveis de HbAlc.

Objetivo: Verificar a associacdo entre os niveis de HbAlc com o Colesterol LDL e LDL oxidado em Individuos
néo-diabéticos.

Métodos: Foi realizado um estudo transversal observacional, no qual um total de 196 individuos, classificados
como nao-diabéticos, foram analisados e divididos em trés grupos, conforme os valores de HbAlc e glicemia de
jejum (GJ): Grupo 1 (n =64) - HbAlc <5,7% e GJ <100 mg/dL; Grupo 2 (n =69) - HbA1c =5,7 e <6,4% e GJ <100
mg/dL; Grupo 3 (n =63) - HbA1c 25,7 e <6,4% e GJ 2100 e <126mg/dL. Amostras de sangue total e soro foram
coletadas. O LDL oxidado foi medido por método imunoensaio enzimatico (Mercodia ®), ApoB dosada por
imunoturbidimentria, a relagdo Colesterol LDL(oxi)/Colesterol-HDL foi estimada, além das outras dosagens
bioquimicas do perfil lipidico. Esses testes foram comparados e analisados entre os trés diferentes grupos.
Resultados: Houve diferenca significativa nos niveis de LDL(oxi) (p< 0,001), Apo B (p= 0,026) e razéo
LDL(oxi)/HDL (p< 0,001) entre os trés grupos. Os valores de HbAlc apresentaram correlacdo positiva com 0s
valores de LDL (oxi) (r =0,431; p <0,001), LDL (r =0,148; p =0,039), Col N&o-HDL (r =0,192; p =0,007) e Apo B (r
=0,171; p <0,001). Estas associa¢des positivas permaneceram significativas, mesmo apés ajuste, por analise de
regressdo linear mdltipla para as varidveis alcool, medicamentos, indice de massa corporal (IMC) e idade.
Também apresentaram correlagBes positivas com os valores de HbAlc: razdo LDL (oxi)/HDL (r =0,422; p
<0,001), CT (r =0,142; p =0,048), trigliceridios (r =0,155; p =0,030) e IMC (r =0,263; p <0,001).

Concluséo: Nosso estudo demonstrou associacdo dos niveis de HbAlc com as particulas lipidicas aterogénicas
LDL, Apo B, colesterol ndo HDL e LDL (oxi). Os niveis de LDL, principalmente LDL (oxi), estao significativamente
associados com os niveis de HbAlc e glicose, mesmo em individuos ndo-diabéticos. Os individuos classificados
com alto risco de desenvolver DM ou DCV apresentam valores mais elevados de particulas de LDL oxidadas.
Nossos dados sugerem que a presencga de LDL (oxi) esta relacionada com a glicagcdo e ao aumento dos niveis

sanguineos de HbAlc em individuos ndo diabéticos.

Unitermos: Diabetes mellitus, Hemoglobina glicada, Colesterol LDL, LDLoxidado.
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Association Between HbA1lc Levels and the LDL Cholesterol and Oxidized LDL in Non-diabetic
Subjects

ABSTRACT

Background: Diabetes mellitus (DM) is associated with chronic microvascular and macrovascular complications.
The measurement of glycated hemoglobin (HbAlc) assesses the degree of glycemic control in diabetics patients
and their levels are able to predict the risk of developing these complications. The formation of advanced
glycation and products (AGEs) and oxidative stress are some of the hypothesis described to explain the diabetic
complications. The reaction of nonenzymatic glycation of proteins is also related to these complications and is
responsible for the formation of HbAlc. However, it has been shown an increase in glycation in nondiabetic
patients, which is maybe due to lipid peroxidation, consequently, the levels of malondialdehyde (MDA) increase
and there is modifications in the apolipoprotein B (apoB) of low-density cholesterol (LDL). The oxidative
modification of LDL confers specific proatherogenic properties. The presence of oxidized LDL and an increased
tendency to LDL peroxidation contribute to increased levels of HbAlc in diabetic patients.

Objective: To investigate the association between HbA1c levels and the levels of LDL cholesterol and oxidized
LDL in subjects without diabetes.

Methods: We conducted an observational cross-sectional study in which a total of 196 individuals, classified as
non-diabetics, were analyzed and divided into three groups according to the values of HbAlc and fasting plasma
glucose (FPG): Group 1 (n = 64) - HbAlc <5.7% and FPG <100 mg / dL, Group 2 (n = 69) - HbA1c = 5.7 and <
6.4% and FPG <100 mg / dL, Group 3 (n = 63) - HbA1c = 5.7 and < 6.4% and FPG = 100 and <126mg/dL.
Samples of whole blood and serum were collected. Oxidized LDL was measured by enzyme immunoassay
method (Mercodia ®), ApoB was measured by imunoturbidimentria and the ratio LDL cholesterol (oxi) / HDL-
cholesterol was estimated. Other biochemical measurements of lipid profile were also carried out.

Results: There were significant differences in LDL (oxi) (p <0.001), Apo B (p = 0.026), and ratio LDL (oxi) / HDL
(p <0.001) between the three groups. HbAlc values showed positive association with LDL (oxi) (r = 0.431, p
<0.001), LDL (r = 0.148, p = 0.039), non-HDL Col (r = 0.192, p = 0.007) and Apo B (r = 0.171, p <0.001). These
positive associations remained significant even after adjustment for multiple linear regression analysis for
variables such as alcohol, drugs, BMI and age. The ratio LDL (oxi) / HDL (r = 0.422, p <0.001), CT (r = 0.142, p =
0.048), triglycerides (r = 0.155, p = 0.030) and BMI (r = 0.263, p <0.001) also showed positive correlations with
HbAlc values.

Conclusions: Our study demonstrated that there is association between HbAlc levels and the atherogenic lipid
particles LDL, Apo B, non-HDL cholesterol and LDL (oxi). LDL levels, especially LDL (oxi), are significantly
associated with HbAlc and glucose levels, even in non-diabetics. Individuals classified with high risk of
developing diabetes or CVD have higher levels of oxidized LDL particles. Our data suggest that the presence of

LDL (oxi) is related to glycation and increased blood levels of HbAlc in nondiabetic individuals.

Keywords: Diabetes mellitus; glycated hemoglobin; oxidized cholesterol LDL
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INTRODUGCAO

O diabetes mellitus (DM) esta associado a complicacdes crénicas microvasculares
e macrovasculares (Scheffel R, 2004; WHO, 2006), as quais estdo basicamente
relacionadas a glicagdo ndo enzimatica das proteinas (Brownlee M, 2005). Os niveis
glicémicos, associados a pressdo arterial, e possivelmente a fatores genéticos, séo
considerados o0s principais fatores determinantes para o desenvolvimento e progressao
destas complicacdes (DCCT, 1993; UKPDS, 1998).

A medida da hemoglobina glicada (HbAlc) é o parametro de referéncia para avaliar o
controle glicémico em pacientes com DM. Os niveis de HbAlc s@o capazes de prognosticar
o risco de desenvolvimento das complicacdes cronicas do DM e refletir o nivel de glicacédo
de outras proteinas que sao liviemente expostas a glicose circulante (DCCT, 1993; UKPDS,
1998; Bennett CM, 2007; Sacks DB, 2011). A formacdo da HbAlc ocorre através de uma
reacdo de glicacdo ndo enzimatica entre o grupo aldeido livre da glicose ou de outros
acucares, e um grupo amino livre na molécula da hemoglobina (Hb). Os niveis de HbAlc
séo proporcionais aos niveis glicémicos (Camargo JL, 2004).

Recentemente, a Associacdo Americana de Diabetes (ADA) mudou os critérios
diagndsticos para o DM, adotando o ponto de corte de HbA1c 26,5% como valor diagndstico
(ADA, 2011). Esta recomendacdo também foi referenciada pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) em 2011 (WHO, 2011). A nova classificacdo acrescenta uma categoria de
individuos de alto risco, denominada pré-diabetes, com valores de HbAlc entre 5,7 e 6,4%.
Os pacientes classificados como pré-diabéticos possuem risco aumentado para o
desenvolvimento de DM e doencas cardiovasculares (DCV) e devem ser informados sobre
estratégias eficazes para prevencdo destas complicacdes, tais como perda de peso e
atividades fisicas (ADA, 2011).

Em adicdo, estudos também relacionaram os niveis de HbAlc e o0 risco
cardiovascular, tanto em pacientes com DM, como em individuos normoglicémicos. Ha
evidéncias de que existe um aumento do risco de doenga macrovascular com o aumento
dos niveis de HbAlc em pacientes normoglicémicos (Khaw KT, 2004; Selvin E, 2004; Selvin
E, 2010).

Também tem sido demonstrado um aumento da glicagdo ndo enzimética das
proteinas in vivo em muitos estados ndo diabéticos. O papel da concentragdo da glicose
como unico determinante da reacdo de glicagdo ndo esté claro, pois outros fatores parecem
estar envolvidos nessas reacdes, independente dos niveis glicémicos, em estados
patoldgicos nao relacionados ao DM (Sathiyapriya V, 2006).

Entre as origens das complicacdes causadas pela hiperglicemia, sugerem a hipétese

de formacdo dos produtos finais de glicacdo avancada (AGES) e do estresse oxidativo
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(Baynes JW, 1999; Brownee MS, 2005). Estudos demonstram o importante papel do
estresse oxidativo na patogénese das complicac6es diabéticas e a sua relacdo entre dano,
controle glicémico, desordens do metabolismo lipidico e desordens hemostaticas. Um dos
provaveis mecanismos para o aumento da glicagdo da hemoglobina em pacientes
normoglicémicos é a peroxidagdo lipidica, com conseqliente aumento nos niveis de
malondialdeido (MDA) (Sathiyapriya V, 2006; Selvaraj N, 2005). A relacéo entre peroxida¢ao
lipidica e complicacdes macrovasculares no DM tipo 2 ja havia sido relatada anteriormente
(Velasquez E, 1991). O mecanismo pelo qual o MDA aumenta a formacédo da HbAlc ainda
nao esta bem estabelecido. O MDA reagiria com a lisina, formando N-B-lisilamino-acroline
(B-LAA). O produto resultante reagiria com o grupo aldeido das moléculas de acgucar,
formando uma ponte entre a hemoglobina e glicose, o que aceleraria o processo de glicacao
(Jain, S. K. and M. Palmer, 1997). A concentracdo plasméatica do MDA esta aumentada no
DM e é encontrado depositado em placas ateroscleréticas. O MDA também pode modificar a
apolipoproteina B (Apo B), que é a principal apolipoproteina constituinte do colesterol de
baixa densidade (LDL), o qual deixa de reagir com seus receptores nas células hepaticas,
sendo entdo somente reconhecido pelos receptores scavenger nos macréfagos. A reacao
entre MDA e LDL é altamente importante na aterosclerose, pois leva a suscetibilidade do
LDL a oxidagao (Slatter DA, 2000; Viigimaa M, 2010; Itabe H, 2009; Itabe H, 2010).

Os pacientes diabéticos apresentam quantidades e qualidades anormais de
particulas lipoprotéicas. As alteracdes lipidicas mais frequentes sao a hipertrigliceridemia,
baixas concentragfes de lipoproteinas de alta densidade (HDL), formagdo de lipoproteinas
de muito baixa densidade (VLDL) enriquecidas em colesterol e LDL pequenas e densas. O
LDL denso é mais frequente na circulacdo, quanto mais elevados forem o0s niveis de
triglicerideos, sendo mais oxidado e aterogénico do que as demais particulas lipidicas
(Khaw K-T, 2004; Lankin V, 2011; Brunzell JD, 2008).

O estresse oxidativo induz inflamacdo e trombose, oxida o LDL, e esta presente na
aterogénese (Jawahar L, 2006). O efeito da oxidagdo do LDL no sangue aumenta com 0sS
niveis de HbAlc em pacientes diabéticos, isso pode explicar como a glicagdo da
hemoglobina contribui para a doenca macrovascular nestes pacientes, sugerindo que ha
uma relagéo entre a presenca de LDL oxidado (LDL (oxi)) e os niveis sanguineos de HbAlc,
em pacientes diabéticos (Hussein OA, 2006).

O LDL (oxi) tem sido caracterizado como um fator decisivo no processo
aterosclerdtico, tanto em modelos animais como em humanos. A modificacdo oxidativa do
LDL confere propriedades especificas pro-aterogénicas a esta molécula, a qual tem acao na
célula endotelial, nos macréfagos, células musculares lisas e na formacao da placa
aterosclerética (Chisolm GM, 2000; Hussein O A, 2006; Viigimaa M, 2010). Existem ainda
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estudos que sugerem que ha uma capacidade individual de glicacdo e oxidagdo de
proteinas e lipoproteinas (Hempe M, 2002; Lapolla A, 2004).

Tem sido proposto que a peroxidacao lipidica, com conseqiente aumento nos niveis
de MDA, medido através da sua reacdo com o0 acido tiobarbitirico (TBARS), € um dos
provaveis mecanismos para o aumento da glicagdo da hemoglobina em pacientes
normoglicémicos (Sathiyapriya V, 2006; Selvaraj N, 2005). Esta peroxidacao lipidica leva a
oxidacao das lipoproteinas, ocasionando a formacéo do LDL (oxi).

Recentemente, nosso grupo estudou a associacdo dos marcadores bioquimicos do
estresse oxidativo e niveis de HbAlc em individuos ndo-diabéticos e encontrou associacao
positiva entre a peroxidacéo lipidica (MDA), medido pelo TBARS, e HbAlc, indicando que
existe uma relacao entre oxidacao lipidica e HbAlc, independente da glicemia (Brum LMBP,
2010).

O objetivo deste estudo foi analisar a associacdo dos niveis de HbAlc com o

colesterol LDL e colesterol LDL oxidado em individuos ndo diabéticos.
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MATERIAS E METODOS

Delineamento do estudo: Estudo transversal observacional.

Participantes: Os participantes deste estudo foram recrutados entre amigos, parentes e
funcionérios do Laboratério do Instituto de Cardiologia do Rio Grande Sul e Servigo de
Patologia Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, saudaveis e sem histéria prévia de
DM, segundo os critérios diagndsticos da OMS e ADA (WHO, 2006; ADA, 2011), no periodo
de junho de 2008 a janeiro de 2010. Os individuos que aceitaram participar do estudo
assinaram o Termo de Consentimento Esclarecido, responderam a um questionrio
padronizado e coletaram amostras de sangue. Dados como idade, histéria familiar de DM,
de DCV e hipertenséao, fumo, consumo de alcool e uso de medicamentos, foram registrados.
Os individuos também foram aferidos para peso, altura e o indice de massa corporal (IMC
[kg.m?]) foi calculado. Individuos com anemia (Astor BC, 2002), creatinina = 1,5 mg/dL (Rule
AD, 2004) e/ou presenca de hemoglobina anémala (Camargo JL, 2004) foram excluidos. O
protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (Projeto GPPG:10-0161). Os individuos foram divididos em 3 grupos, conforme
valores de HbAlc e glicemia de jejum (GJ) (ADA, 2011):

a) Grupo 1 (n =64) - HbAlc <5,7% e GJ <100 mg/dL;

b) Grupo 2 (n =69) - HbA1c 25,7 e <6,4% e GJ <100 mg/dL;

c) Grupo 3 (n =63) - HbA1c 25,7 e <6,4% e GJ 2100 e <126mg/dL.

Dosagens laboratoriais: As amostras de sangue venoso foram coletadas apds jejum de
12h. Foram coletadas amostras de sangue total com EDTA para dosagens de HbAlc e
hemograma. Para as demais dosagens laboratoriais foram coletadas amostras de soro,
submetidas a centrifugacdo e imediatamente separadas. Para as dosagens nao realizadas

no mesmo dia da coleta, as amostras foram armazenadas a -80°C.

Dosagens de Hemograma: Os hemogramas completos foram realizados no equipamento

ABX Pentra DX 120, em amostras de sangue total com EDTA.

Dosagem de HbAlc: As medidas de HbAlc foram realizadas por imunoturbidimetria
utilizando o método COBAS® INTEGRA (HbAlc) (Roche Diagnostica). O método é
padronizado pelo IFCC e alinhado ao NGSP/ DCCT (Hanas R, 2010). O CV analitico inter-

ensaio foi de 4,5%. Os valores de referéncia para esta metodologia séo de 4,0 a 6,0%.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hanas%20R%22%5BAuthor%5D
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Dosagens Bioquimicas: A avaliacdo adicional foi realizada no laboratério do Instituto de
Cardiologia do Rio Grande do Sul, segundo as técnicas de rotina. No soro foram dosados
creatinina (método de Jaffe cinético), colesterol total (CT), colesterol HDL (HDL),
triglicerideos e glicose jejum (GJ) (métodos enziméticos colorimétricos) no equipamento
COBAS® INTEGRA. O colesterol LDL (LDL) foi calculado usando a féormula de Friedewald
(Friedewald WT, 1972) para pacientes com triglicerideos <400mg/dL e o colesterol ndo HDL
(Col ndo-HDL), uma medida das particulas aterogénicas presentes na circulacdo, foi
calculado diminuindo os valores de HDL do CT (NCEP, 2002).

Dosagem da Apolipoproteina B (Apo B): Foi utilizada a técnica imunoturbidimétrica, no
equipamento COBAS® INTEGRA (Roche Diagnostica). Os valores de referéncia para esta

metodologia sdo de 55 a 140 mg/dL.

Dosagem do LDL oxidado (LDL(oxi)): O colesterol LDL (oxi) foi medido por
enzimaimunoensaio comercialmente disponivel (ELISA, Mercodia ®, Uppsala, Suécia). E um
imunoensaio de fase sdlida de dois sitios. Emprega a técnica de captura ou “sanduiche”
direto no qual dois anticorpos monoclonais, marcados na microplaca, dirigidos contra
determinantes antigénicos da molécula de Apo B oxidada. Durante a incubagéo, o LDL (oxi)
presente na amostra reage frente aos anticorpos anti-LDL (oxi) marcados no poco. Apéos
lavagem, os componentes que ndo reagiram sdo removidos e adiciona-se o conjugado
peroxidase ligado ao anticorpo anti-Apo B que reconhece o LDL (oxi) ligado a fase sélida
presente na amostra. Finalmente h& outra lavagem que retira os ndo ligados e adiciona-se o
substrato que detecta o conjugado ligado. Segundo informagfes do fornecedor, os valores
esperados de LDL (oxi) em individuos aparentemente normais sdo de 26 a 117 U/L (Bula kit
LDL (oxi) Mercodia ®).

Relagdo LDL(oxi) / HDL: Esta relagéo foi descrita como um potencial biomarcador para a
discriminacao entre individuos com e sem DCV do que tradicionalmente as medidas de CT
ou LDL (Johnston N, 2006). A relagéo foi calculada dividindo-se o valor obtido de LDL(oxi)

pelo valor de HDL de cada participante do estudo.
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados estédo expressos como média e desvio padrdao (DP) quando normalmente
distribuidos, e como mediana (intervalo interquartil) para varidveis assimétricas, realizado o
teste de Kolmogorov-Smirnov. Os individuos estudados foram divididos em trés grupos,
conforme valores de HbAlc e GJ, para a sumarizagdo dos dados. Para comparacao entre
os grupos foi utilizado ANOVA e teste de Kruskal-Wallis, para variaveis paramétricas e nao-
paramétricas, respectivamente. As variaveis qualitativas (apresentadas em percentual do
total da amostra) foram analisadas pelo teste qui-quadrado. As variaveis quantitativas sem
distribuicdo normal foram log transformadas, sendo que, aquelas que n&o resultaram em
variaveis simétricas foram trabalhadas com varidveis originais. A relacdo entre as variaveis
continuas foi feita através de correlacdo de Pearson ou Spearman, conforme a distribuicédo
dos dados. Andlise de regressao linear mdltipla, foi realizada para analisar a associagéo
entre HbAlc com LDL(oxi), Colesterol ndo-HDL e Apo B, ajustando para as variaveis como:
idade, uso de alcool, uso de medicamentos e IMC, que apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos, e que poderiam ser fatores de interferéncia.

O nivel de significancia de 5% foi adotado e o software SPSS (versao 18.0) foi utilizado.
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RESULTADOS

No total 196 individuos foram avaliados e divididos em 3 grupos, conforme valores de
HbAlc e GJ: Grupo 1 (n =64),Grupo 2 (n =69) e Grupo 3 (n =63).

As caracteristicas clinicas dos individuos estudados estdo descritas na Tabela 1.
Houve diferenca significativa para a idade (p <0,001), IMC (p <0,001), consumo de alcool (p
<0,001), uso de medicamentos (p =0,001), histéria familiar de DM (p =0,029) e histéria
familiar de doenca coronariana (p =0,003) entre os trés grupos. As demais caracteristicas
nao apresentaram diferencas significativas (p >0,05). Foi observado que um total de 27%
dos pacientes do grupo 3, estavam em uso de estatinas.

Na Tabela 2 estdo sumarizadas as caracteristicas laboratoriais dos individuos
estudados. Como esperado, foi encontrada diferenca significativa entre os valores de HbAlc
e GJ nos trés grupos (p <0,001). Na analise do perfil lipidico, os niveis de LDL (oxi)
apresentaram diferenga significativa entre os trés grupos (p <0,001), o Col N&o-HDL
apresentou uma tendéncia a ser mais alto no grupo 3 (p =0,056) e os niveis de LDL néo
apresentaram diferenca entre os grupos (p =0,213) (Figura 1). Nado houve diferenca
significativa entre os valores de CT e trigliceridios entre os trés grupos estudados. Houve
diferenca significativa entre a razdo LDL (oxi)/HDL (p <0,001), entre os trés grupos e Apo B
(p =0,026) apenas, entre os grupos 1 e 2 (Figura 2).

Os valores de HbAlc apresentaram associagao positiva com os valores de LDL (oxi)
(r =0,431; p <0,001), LDL (r =0,148; p =0,039), Col Nao-HDL (r =0,192; p =0,007) e Apo B (r
=0,171; p <0,001) (Figura 3). A associacao positiva entre LDL (oxi) e HbAlc permaneceu
significativa, mesmo ap0s ajuste, por analise de regressao linear multipla para as variaveis
alcool, medicamentos, IMC e idade (B =0,087; IC (0,006-0,168); p =0,035).

A razao LDL (oxi)/HDL (r =0,422; p <0,001), CT (r =0,142; p =0,048), trigliceridios (r
=0,155; p =0,030) e IMC (r =0,263; p <0,001) também apresentaram correla¢des positivas
com os valores de HbAlc. Observamos uma correlagdo negativa entre HbAlc e HDL (r = -
0,142, p =0,048).

Houve correlacdo positiva entre LDL (oxi) e LDL (r =0,367; p <0,001) e LDL (oxi) e
glicose (r= 0,602, p <0,001) (Figure 4). Observamos também uma correlacdo positiva entre
LDL (oxi) e IMC (r =0,252, p <0,001).



Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos individuos selecionados para o estudo, nos diferentes grupos, conforme valores de HbAlc e Glicose de
Jejum (GJ). N=196.

HbAlc <5,7% HbAlc 5,7 - 6,4% HbAlc 5,7 - 6,4%
GJ <100 (mg/dL) GJ <100(mg/dL) GJ 100 - 125(mg/dL) P
1 2 3

N 64 69 63 -
Idade (anos) 36 +£10,6 47 +13,0 57+12,4 <0,001
Género (masculino/feminino) 18/46 19/50 22/41 0,598
Fumo (Fumante/Ex-fumante) 10/13 13/13 13/15 0,865
IMC (Kg/ m?) 24+ 4.2 27+5,5 28,9 + 6,7 <0,001
Medicamentos 18 (28%) 29 (42%) 53 (84%) <0,001
Alcool 32 (50%) 21 (30%) 5 (7%) < 0,001
HF DC 18 (28%) 39 (56%) 30 (47%) 0,003
HF DM 17 (26%) 29 (42%) 30 (47%) 0,029
HF HT 35 (54%) 42 (60%) 44 (70%) 0,093

Dados apresentados como média + desvio padrdo ou mediana [intervalo]. IMC= indice de massa corporal; HF DC= histdria familiar de doenca cardiovascular; HF DM= histéria familiar de
Diabetes mellitus; HF HT= historia familiar de hipertensao arterial.
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Tabela 2: Caracteristicas laboratoriais dos individuos selecionados para o estudo, nos diferentes grupos, conforme valores de HbAlc e
Glicose Jejum (GJ). N=196.

HbAlc <5,7% HbAlc 5,7 - 6,4% HbAlc 5,7 - 6,4%
GJ <100 (mg/dL) GJ <100 (mg/dL)  GJ 100 - 125(mg/dL) D
1 2 3

N 64 69 63 -
HbAlc (%) 5,4+0,18 58+0,14 6,0+ 0,24 < 0,001
Glicose jejum (mg/dL) 80,2+ 6,9 92,8+ 3,8 106,5+5,5 <0,001
Trigliceridios (mg/dL) 104 (74 — 145) 111 (88 — 173) 129 (97 — 193) 0,122
CT (mg/dL) 194 + 44 209 + 51 201 + 43 0,158
HDL (mg/dL) 54 + 16 52 +17 45 + 10 0,005
Col NAO-HDL (mg/dL) 140 + 41 157 + 50 156 + 75 0,056
LDL (mg/dL) 115 + 36 126 + 41 124 + 39 0,213
LDL (oxi) (U/L) 33,5 (27 — 45,9) 44 (37 - 70) 85,7 (49 — 135,9) <0,001
LDL(oxi) / HDL 0,66 (0,48 — 0,97) 1,06 (0,7 — 1,61) 2,09 (1,12 — 3,31) <0,001
Apo B (mg/dL) 77,2+254 86,7+ 28,7 89+ 25,2 0,026

Dados apresentados como média + desvio padrao ou mediana [intervalo]. CT=Colesterol total; Col Ndo-HDL= colesterol Ndo HDL; HDL=Colesterol HDL; LDL= colesterol
LDL; LDL (oxi)= colesterol LDL oxidado; Apo B= apolipoproteina B.
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DISCUSSAO

O DM estd associado a diversas complicagdes micro e macrovasculares como
consequéncia da hiperglicemia e glicacdo de proteinas. A HbAlc é o parametro
recomendado para o controle glicémico nestes pacientes e atualmente é considerada um
teste diagndstico para DM, além de servir como marcador de risco cardiovascular. Individuos
com niveis elevados de HbAlc, mesmo que abaixo dos valores diagndstico para DM, séo
considerados em alto risco de desenvolver DM e /ou DCV.

Em nosso estudo, examinamos 196 individuos n&o-diabéticos e aparentemente
saudaveis, que foram divididos em trés grupos, conforme os valores de HbAlc e GJ.
Observamos um aumento nos niveis de LDL(oxi), particula altamente aterogénica e
indicadora da peroxidacao lipidica, proporcional aos niveis de HbAlc e GJ.

Nossos dados mostraram que ha uma correlacdo positiva entre HbAlc e os
marcadores do perfil lipidico que sao relacionados com a aterogénese, LDL, Apo B e
colesterol ndo HDL, sugerindo que ha associacdo da HbAlc com estas particulas. Em
adicdo, a HbAlc mostrou-se positivamente associada com os niveis de LDL (oxi), particula
de LDL pequena, densa e oxidada que tem papel importante no processo aterosclerético.

Um estudo anterior j& havia relatado a tendéncia do LDL submeter-se a peroxidagéo
lipidica, e que esta tendéncia estava associada ao aumento dos niveis de HbAlc no sangue
de pacientes diabéticos (Letho S, 1997). Outro estudo relatou que a hiperglicemia
desempenha um papel importante na oxidacdo do LDL (Hussein AO, 2006).

Jé& foi relatado, anteriormente, haver relagdo entre o aumento dos niveis circulantes
de LDL (oxi) em individuos com tolerancia a glicose diminuida, sugerindo que a peroxidacao
lipidica possa contribuir para a glicacdo da hemoglobina em pacientes nao-diabéticos e
portadores de insuficiéncia renal cronica (Kopprash S, 2002).

A associagdo entre glicemia e LDL (oxi) em nosso estudo esta de acordo com a
observacdo de que, mesmo em individuos saudaveis nao-diabéticos, a glicemia esta
associada com o aumento da oxidacdo do LDL in vivo, refletida pela maior prevaléncia de
LDL altamente oxidado. Podendo esta associacao ser devido a reducao da sinalizacdo da
insulina e reducéo da absorcéo de glicose por LDL (oxi) (Chen NG, 2000).

Estudos associaram os niveis de HbAlc com o aumento do risco de ocorrer eventos
cardiovasculares, mesmo em individuos nado-diabéticos e ha evidéncias indicando que a
peroxidagdo lipidica e a glicagdo de proteinas tem um papel vital na patogénese desta

doenca (Selvin E, 2010; Khaw K-T, 2004; Selvaraj N, 2005). Em nosso estudo, encontramos



associacao significativa dos parametros do perfil lipidico, fatores tradicionais de risco
cardiovascular, com os niveis de HbAlc.

O grupo 3 do nosso estudo, com HbAlc mais elevada e maiores niveis de glicemia,
classificado segundo critérios da ADA como individuos em alto risco de desenvolver DM ou
DCV (individuos pré-diabéticos), apresentou caracteristicas laboratoriais mais aterogénicas,
com niveis de LDL(oxi), Apo B e triglicerideos mais elevados e com concentracdes
diminuidas de HDL. Nossos dados confirmam a associagdo entre LDL(oxi) e dislipidemia em
humanos, que pode ser devido & ndo utilizagdo do armazenamento de triglicerideos e a
secrecao de LDL (oxi), como ja relatado anteriormente (Velasquez E, 1991).

O colesterol ndo-HDL, constituido de lipoproteinas ricas em triglicerideos
remanescentes, € mais aterogénico. Estudos tém confirmado que o valor preditivo do
colesterol ndo-HDL para o risco cardiovascular é tdo bom, ou melhor, do que o LDL e é
comparavel a Apo B (NCEP 2002; Pischon, 2005). H& relatos que em uma populagéo de
homens saudaveis o colesterol ndo-HDL é mais fortemente relacionado a DCV do que o
LDL. No entanto, estes estudos sugerem a Apo B como uma medida direta do nimero de
lipoproteina aterogénica, sendo mais estreitamente relacionado ao risco de DCV do que a
concentracé@o de colesterol (Pischon, 2005). Em nosso estudo, ndo foi encontrada diferenca
significativa do colesterol ndo-HDL nos trés grupos, apenas uma tendéncia em ser mais
elevado no grupo 3. No entanto, encontramos diferencga significativa entre os niveis de Apo B
entre os trés grupos, sendo que o grupo 3 apresentou os valores mais elevados.

Ja foram relatados niveis elevados de LDL(oxi) em pacientes com sindrome
metabdlica (SM) (Holvoet P, 2008). No presente estudo, encontramos uma correlagdo
positiva significativa entre os niveis de LDL(oxi) e o IMC , uma importante caracteristica da
SM.

Atualmente os niveis de CT e LDL sao considerados o0s principais testes bioquimicos
para avaliar a presenga de aterosclerose (NCEP, 2002), mas ha estudos que relatam haver
baixa precisao diagnostica destes testes na identificacdo de pacientes com DCV (Verhoye E,
2009). Por outro lado, a modificacdo oxidativa do LDL é postulada como sendo um dos
primeiros eventos do inicio da aterogénese e o LDL (oxi) é proposto como um biomarcador
independente para DCV (Verhoye E, 2009).

O LDL (oxi) é considerado um biomarcador mais potente para a discriminacao entre
individuos com e sem DCV do que tradicionalmente as medidas de CT ou LDL, e ha
sugestéo do uso da relacdo LDL (oxi)/ HDL como um novo biomarcador de aterosclerose

(Johnston N, 2006). A partir de nossos resultados, mostramos que h& uma correlagédo



positiva entre LDL (oxi) e a relacdo LDL(oxi)/ HDL. E observamos também que ha diferenca
significativa da relagdo de LDL(oxi)/ HDL nos trés diferentes grupos estudados, estando esta
relacdo associada com maiores niveis de HbAlc e GJ. Sugerindo assim, que esta relagéo
apresenta-se elevada em grupos de alto risco e com possiveis manifestacbes de
aterosclerose.

Conforme descrito anteriormente, o controle glicémico deficiente esta associado com
um aumento da oxidagéao do LDL in vivo, independentemente da diminuicdo ou estabilidade
do LDL. Também foi relatado que uma reducao no colesterol LDL pode ocorrer juntamente
com um nivel de LDL (oxi) inalterado (Holvoet, 2008). Analisando nossos resultados, ndo
encontramos diferencga significativa entre os niveis de CT e LDL, isso pode ser explicado
pelo tratamento com medicamentos, principalmente as estatinas. Um total de 27% dos
pacientes do grupo 3 estava em uso de estatinas para otimizagdo de seus niveis de LDL.
Apesar disso, os valores de LDL (oxi), apresentaram-se significativamente aumentados no
grupo 3 em relacdo aos grupos 1 e 2. Pode-se assim inferir através desse estudo, que
apesar de os niveis de LDL manterem-se na faixa recomendada, possivelmente ha outro
mecanismo que aumente os niveis LDL (oxi) em individuos com alto risco e com possiveis
manifestacdes de aterosclerose.

Apesar dos valores de CT e LDL n&o apresentarem diferenca, os valores da relagcédo
LDL (oxi) / HDL no grupo 3 encontraram-se aumentados. Medicamentos como as estatinas
causam diminuigcdo dos niveis de CT e LDL, mas aumentam a peroxidacao livre do radical
LDL, in vivo. Por isso, esta relacdo LDL (oxi) / HDL aumentada pode ter significado
diagndstico de DCV (Rosenson RS, 2002).

Ja foi descrito uma associagéo positiva entre HbAlc e os niveis de Apo B e LDL
denso (Albers JJ, 2008). A andlise transversal realizada pelo nosso estudo ratifica que,
mesmo com o0s niveis glicémicos dentro da normalidade, o aumento de HbAlc esta
associado ao aumento nos niveis de Apo B e LDL(oxi), o qual se constitui principalmente de
particulas de LDL denso.

Nossos dados contribuem para o uso da HbAlc como marcador de risco para DCV,
identificando individuos em risco de desenvolver complicacbes mesmo em niveis
normoglicémicos. Medidas corretivas das condigbes que aumentam a glicacdo, além do
controle dos niveis glicémicos, poderiam prevenir e/ou retardar o desenvolvimento de DM e

DCV nesses individuos.



CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou associacdo dos niveis de HbAlc com as particulas
lipidicas aterogénicas LDL, Apo B, colesterol ndo HDL e LDL (oxi). Os niveis de LDL,
principalmente LDL (oxi), estdo significativamente associados com os niveis de HbAlc e
glicose, mesmo em individuos ndo-diabéticos. Os individuos classificados com alto risco de
desenvolver DM ou DCV apresentam valores mais elevados de particulas LDL oxidadas.
Nossos dados sugerem que a presenca de LDL (oxi) e a tendéncia do LDL submeter-se a
peroxidagdo lipidica esta relacionada com a glicacdo e aumento dos niveis sanguineos de
HbAlc em individuos ndo diabéticos.
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