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RESUMO

A doenca renal cronica (DRC) esta associada corosaierose precoce, que € agravada por
disturbio do metabolismo das lipoproteinas, bemaontras alteracdes que contribuem para
disfuncdo endotelial e de outras tunicas vasculeresndo a morte prematura. O perfil
lipidico na DRC evidencia a presenca de hipertggidemia, reducdo do colesterol da HDL
(HDL-C) e alteracdo dos padrfes de enzimas quenatua vias regulatorias do metabolismo
da HDL, dentre elas, paraoxonase 1 (PON-1) e matee transferéncia de fosfolipide
(PLTP). Além disso, a existéncia de outros fatoieesisco para DRC congiressoxidativo e
inflamacdo agravam o quadro dislipidémico. O otetieste estudo foi avaliar o efeito da
hemodialise (HD) no remodelamento das particuladlde através da incorporacao vitro

de fosfolipidios entre as lipoproteinas, da capat@dantioxidante da HDL (PON-1) e das
razBes de risco cardiovascular no pré e pos-heiismlidodos os subgrupos mostraram
elevacdo de colesterol (CT), HDL-C e nao-HDL-C apéi3, porém nédo foi observada
modificacdo na concentracao de triglicérides (T8 )peé- e pos-HD. Com relagéo ao balango
do transporte de colesterol observou-se que a &paiAentou no pos-HD, subgrupos 30-39
e 40-49 (p<0,05) e 50-59 anos (p<0,01). O mesmaodiammento também foi notado para
apo B, ou seja, elevacdo nos subgrupos 40-49 (px03D-59 (p<0,001) e > 60 anos
(p<0,05). O indice CT/HDL-C reduziu nos subgrup6s39 (p<0,01), 40-49 (p<0,01) e >60
anos (p<0,01) no pos-HD, a razdo TG/HDL-C diminuas subgrupos 30-39 (p<0,05) e 40-
49 anos (p<0,05) apds HD. Alguns autores tém aforitdluéncia da composi¢éo do tampéo
dialisato na elevacdo sérica do HDL-C. Com relagéaosubtipo da LDL, o indice LDL-
C/apoB aumentou no subgrupo >60 anos, p<0,05 aposdientanto ndo houve modificagdo
no subtipo da LDL. O indice HDL-C/apo Al aumentasrsubgrupos 40-49 (p<0,05) e >60
anos (p<0,01). Estes achados resultam em maioa acgcolesterol na HDL, o que pode
sugerir aumento no tamanho desta particula apd3.a&AHazao ndo-HDL-C/HDL-C reduziu
nos subgrupos 40-49 (p<0,05) e >60 anos (p<0,08prrelacéo entre % de incorporacéo de
PL —1“C e n&o HDL-C/HDL-C foi negativa no subgrupo 308fs tanto no pré-HD (r = -
0,90; p=0,002), quanto no pés-HD (r=-0,78; p=0,0R¢arson. Observou-se correlacédo
positiva entre PON-1 e % de incorporacédo de PfCno subgrupo >60 anos tanto no pré-
HD (r = 0,63; p=0,029), quanto no pos-HD (r=0,650®22), Pearson. A atividade da PON-
1 aumentou apenas no subgrupo 50-59 anos no pr&$H30; p<0,05) e no pdés-HD (73£38;
p<0,05), demonstrando que a HD pode interferir ntenqrial antioxidante da HDL. Ha
diversos relatos do potencial pré-aterogénico daFPLNo presente estudo, foi observada
reducéo significativa da % de incorporagdo de P#C(p<0,05) no pds-HD em comparacdo
ao pré-HD do grupo >60 anos, o que traduz a dirpfituda atividade desta enzima apos a
HD. Em conclusédo, os achados deste trabalho deraonsue durante a HD hé alteracdo do
perfil lipidico e das razbes de riscos cardiacogjue nesta casuistica a HD alterou o
remodelamento da HDL. Estes resultados evidencianiliencia da HD no metabolismo
lipidico.

Palavras-chave:Hemodiélise, Dislipidemia, Bioindices, PLTP e PON-1
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ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is associated withnpatire atherosclerosis, which is
aggravated by lipoprotein metabolism disorders,odmlium dysfunction and premature
death. The aim of this study was to evaluate thecefof hemodialysis (HD) on HDL
remodeling by in vitraincorporation of phospholipids, HDL (PON-1) antidant capacity
and cardiovascular risk ratios in pre- and post-ADage groups (30-39; 40-49; 50-59 and >
60 years) showed increase of cholesterol (TC), Hband non-HDL-C in post-HD, but no
changes was observed in triglycerides (TG) conagatr. Regards to cholesterol transport,
apo Al increased in 30-39 and 40-49 (p<0.05) and%(@{p<0.01) after HD. Apo B shows
similar findings, since it was elevated in 40-43(®1), 50-59 (p<0.001) and > 60 (p<0.05).
The TC/HDL-C ratio decreased in 30-39 (p<0.01),490¢p<0.01) and >60 (p<0.01) after
HD. The TG/ HDL-C ratio decreased in 30-39 (p<0.880 40-49 (p<0.05) in post-HD. Some
authors have shown the influence of dialysate Ibuféenposition on serum HDL-C increase.
Regarding the subtype of LDL, the LDL-C/apoB indegreased in > 60 (p < 0.05) after HD,
however no change was observed in LDL subtype.HDE-C/apo Al index increased in 40-
49 (p<0.05) and >60 (p<0.01). These finds suggesteased cholesterol content on HDL,
with bigger particle size diameter in post-HD. Twn-HDL-C/HDL-C ratio reduced in 40-49
(p<0.05) and >60 (p<0.05). The correlation betwgeimcorporation of PL 24C and non-
HDL-C/HDL-C was negative in 30-39, both in pre-HBE+0.90; p=0.002) and post-HD (r=-
0.78; p=0.022), Pearson. The correlation betweeN-P@nd % incorporation of PL ¥C
was positive in >60, both in pre-HD (r=0.63; p=@pz2and post-HD (r=0.65; p=0.022),
Pearson. The activity of PON-1 increased only if590in pre-HD (59+30; p<0.05) and in
post-HD (73+38; p<0.05), indicating that HD mayeiriere within HDL antioxidant capacity.
There are several reports showing the PLTP praagesicity. In the present study, was
observed a significant reduction in % incorporatafrPL —4C (p<0.05) in post-HD when
compared to pre-HD in >60, showing PON-1 decreas®vity after HD. Concluding, the
study demonstrates significant changes of lipidfilgoenzymatic activity and cardiac risk
ratios during HD, and in this casuistic the HD iate the HDL remodeling. These results
demonstrate the influence of HD on lipid metabolism

Key-words: Hemodialysis, Dyslipidemia, Bioindices, PLTP andNRO
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1. INTRODUCAO

1.1. DOENCA RENAL CRONICA (DRC) E DOENCA RENAL EM ESTA® FINAL
(DREF)

Dados mundiais sobre a epidemiologia da DRC samaftasescassos, a maioria das
informacBes encontradas na literatura reportameptes que estdo em terapia renal
substitutiva (TRS). No Brasil a situacdo é bastamelar, de acordo com o censo anual
(2011) realizado pela Sociedade Brasileira de Nmjra, estima-se que 91.314 pacientes se
encontravam, naquele ano, em tratamento dialiticinico. Essas informacdes tem
possibilitado o melhor conhecimento para ser @il tanto em planejamento assistencial
como no uso mais racional dos recursos econOmicei@hados a tais programas
terapéuticos, pois, 0 progressivo envelhecimentpagiulacéo brasileira e os niveis elevados
de prevaléncia da hipertensao arterial e do dialeligas das principais etiologias da DRC)
propiciam um crescimento alarmante desta pand¢8E5SCet al, 2012).

A DRC pode ser definida pela presenca de lesad eerelucdo da taxa de filtracdo
glomerular (TFG) < 60 mL/min/1,7¥mem periodo maior ou igual a trés meses.
Independentemente da causa a DRC pode ser cladsifam 05 estagios pela reducdo da
TFG e presenca de albumindria, conforme o guiardicp clinica publicado em 2013 pela
Disease kidney: Improving Global Outcom®&DIGO), este o6rgdo é uma fundacao
internacional, sem fins lucrativos, que preconizaeghoria do atendimento e cuidado com os
pacientes renais cronicos (SARNAK, 2003; LEVEtval, 2010; BOWLING & MUNTNER,
2012). De acordo com a Tabela 1.

Nas ultimas décadas tem ocorrido crescente reconéetm das limitacbes na
definicdo e classificagdo das doencgas renais, oteueprovocado discussdes e debates
cientificos, principalmente na nefrologia, most@ndada vez mais a importancia da
estratificacdo dos diferentes estagios da doengal I&EVEY et al, 2010). Assim, as
diferentes etiologias e os estagios da doenca gereasdo denominados usualmente por DRC,
foram subclassificados para facilitar o trabalhcol@ta de dados e interpretacdo nos estudos
clinicos e epidemioldgicos; além de indicar a gltade da doenca renal e o risco de
desenvolvimento da doenca cardiovascular (DCV).tdDdserma, o objetivo final da

subclassificacdo € auxiliar o desenvolvimento dedatas e protocolos terapéuticos que
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melhor atendam as necessidades especificas desifeacportadores de doenca renal crénica
(SHOJlet al, 2011).

Tabela 1. Definicéo e classificacdo da DRC pela KBD.

TEG T ermos Classificacao

Estagio Descrigao (mL/min/1,73n%)  relacionados conforme
tratamento
Lesao renal .
com TFG Albumln,u_na,
1 >90 proteindria e
normal ou .
hematuria
aumentada
CI_Oens]aé)iSrCerr;?; Albumindria,
2 ~ 60-89 proteindria e “T" se
reducao da .
hematuria transplantado
TFG renal
Moderada
3 reducdo da 30-59 DR%SS DR
TFG
Severa reducao DRC, DR
4 da TEG 15-29 severa ou
DREF
Faléncia renal,
5 Falénciarenal <15 (ou didlise) uremiae “D” se dialise
DREF

Fonte: traduzida de SHOdt al. (2011).

1.2. A ELEVACAO DO RISCO CARDIOVASCULAR NA DOENCA RENAL
CRONICA

A DCV é a principal causa de morbidade e mortakddds pacientes portadores de
doenca renal crénica. Apesar de alguns pacientes RBBRC desenvolverem a DREF, a
maioria deles morrem de DCV antes mesmo de chemastigio final da doenca renal
(TSIMIHODIMOS et al, 2011; CHUet al, 2012; GUGLIUCCIet al, 2012). A dislipidemia,
tabagismo, diabetes mellitus, obesidade, hipertgeridade avancada e sexo masculino sao
fatores de risco classicos para o desenvolvimeptd@V, figura 01. Ainda permanece
controverso como a DRC aumenta o risco de desenvatio de DCV, ainda assim, o risco
individual do doente renal cronico é bastante bgg&mio, sendo dependente do grau da
disfuncéo renal e etiologia da doenca (YAMAMOTO N 2009). Ainda neste aspecto,
para a populacao geral tem sido documentado qumeecblesterolemia, aumento da pressao
arterial e do indice de massa corpodrea (IMC) nf@pesssociados, de forma consistente, com

morte por evento cardiaco agudo (TZOTZ@&tsal, 2011). Entretanto, alguns biomarcadores
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para elevacgéo do risco cardiovascular tém sidorglagena DRC, dentre eles, indicadores de
desnutricdo, hipoalbuminemia, anemia, elevagédo idandgénio, stress oxidativo e a
inflamacéao, figura 01. Nos ultimos anossteessoxidativo e a inflamacao tém obtido atencéo
especial no desenvolvimento de DCV secundaria a DRXO et al, 2004; CHADE&et al,
2005; YAMAMOTO e KON, 2009). Parekd#t al (2008), demonstraram em estudo de corte
prospectivo que pacientes em dialise com elevatlessrde proteina C reativa e interleucina
- 6 (IL-6) tinham maior risco de morte subita (damh) do que aqueles com menor

concentracao sérica destes marcadores.

Fatores de risco cardiovascular

[ Tradicional ] < > [Néo tradicional]

Hipertensao Homocisteina

Diabetes Proteina C reativa
Dislipidemia Proteinuria
Obesidade Ma nutrigao
Tabagismo - Inflamacao

Sexo masculino Stress Oxidativo
Idoso Disturbios do Sono

Disturbio eletrolitico

Historico Familiar ! _ L
Alteracao no metabolismo do calcio

mumzmaomm->

v

<

v

LESAO RENAL

Figura 1. Fatores de risco cardiovascular (tradicinal e ndo tradicional) envolvidos na
aterogénese e lesao renal.
Fonte: Traduzida de Chadeal. (2005).

A progressiva reducdo da funcao renal pode levasumulo de toxinas urémicas, as
quais podem agravarstressoxidativo e a inflamagao, contribuindo assim coooasequente
disfuncdo endotelial e aterosclerose. O mecanismasttbss oxidativo na uremia pode
envolver a ativacdo de NADPH oxidase, espéciesivesatde oxigénio (ROS) e
mieloperoxidase (MPO). Existem evidéncias substaside que os oxidantes produzidos pela
a acdo da MPO possuem papel chave na modificagpadiiculas de LDL (aumento da taxa
de oxidacado) e de HDL (alteracao funcional) comseguente formacao da placa de ateroma

em humanos. A MPO ¢ sintetizada por neutréfilospdedos/macrofagos e a sua liberacao
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pelos leucdcitos durante a sessdo de hemodiadliseealar inicio a lesdo endotelial em
individuos com DREF (SCHIFFRIKt al, 2007; COHEN TERVAERT, 2013).

1.3. DISLIPIDEMIA E TERAPIA DE SUBSTITUICAO RENAL

A Dislipidemia urémica é uma complicacdo comumpamientes com DRC, que pode
persistir ou piorar durante a terapia de subséituigcenal (MITWALLI et al, 2011).
Entretanto, a técnica dialitica utilizada na tesmapiostuma resultar em diferentes perfis
dislipidémicos. Pacientes em dialise peritoneal)(BD&juentemente exibem aumento sérico
do colesterol total (CT) e colesterol da lipopnoteide baixa densidade (LDL-C)
(CHMIELEWSKI et al, 2008), figura 03. Assim como alguns estudos destnam maior
prevaléncia de hipertrigliceridemia em pacientesD#nquando comparados com aqueles em
hemodialise (HD), conforme figura 03. Apesar do am&mo fisiopatolégico ainda ser
desconhecido, foi sugerido que a absor¢do de glicosfluido dialitico pode aumentar a
secrecdo de insulina com consequente sintese e;&ednepatica de lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL). Estudos recentes indicara gureducdo de glicose no fluido
dialitico através do uso da solucéo dialitica @ lmhesicodextrina melhora o perfil lipidico dos
pacientes renais cronicos em DP (LACQUANEéTIal, 2010; TSIMIHODIMOSet al, 2011).

Entretanto, pacientes em HD podem ter o metabolisdas lipoproteinas
potencialmente alterado, devido ao uso repetidbegarina nas sessdes de hemodialise. A
liberacdo de heparina ndo fracionada (HNF) na leigéo extracorpoOrea, ativa a lipase
lipoproteica (LPL) que tem como fun¢éo a hidrotigemoléculas de triglicérides encontradas
nas particulas de colesterol, resultando na reddg&mncentracdo sérica dos TG. Por outro
lado, tem sido proposto que repetidas exposicoetNB reduzem os estoques de LPL
tecidual, situacdo que pode exacerbar a hipedeigtiemia de pacientes em hemodialise
(ATTMAN et al, 2003; NASSTROMet al, 2005).

Alguns estudos tém demonstrado que o tipo do rmht#a membrana dialitica pode
interferir no metabolismo lipidico. O uso de téasiade HD de alto fluxo com membranas de
polissulfona ou triacetato de celulose foi acompaihde significativa reducdo nos niveis
séricos de triglicérides, isto pode ser atribu@ho,parte, ao aumento da relacao apo CII/ClII,
que provoca o aumento de atividade da LPL e fadlilipélise intravascular de lipoproteinas
ricas em triglicérides (TSIMIHODIMOSt al., 2011; VARIZI, 2009).
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Assim, existem poucos estudos que realizam compparntre a dislipidemia na DP e
HD, entretanto os caminhos que levam a disfung@iditia parecem ser distintos entre 0s
tipos de TRS.

Serum concentration in relation to normal values

Significantly mcreased
Slightly increased

Mormmal concentartion ___.___.____.___..___.ff
na Pe e v o
Slightly decreased TRy -

- ;
i e e

BLOS

Significantly decreazed

CKD CKD CKD CKD CKD HD PD Tx
Stage 1 2 3 4 5

—e—Triglycerides, apolipoprotein B
—B- - Total cholesterol, LOL cholesterol
—a- HDL cholesterol, apolipoprotein A

Figura 2. Diagrama simplificado da alteracdo do pdil lipidico durante a progresséo da
doenca renal cronica.

CKD - doenca renal crénica, HD — hemodialise, HDipeproteina de alta densidade, LDL -
lipoproteina de baixa densidade, PD - didlise geeial, TX - transplantes renal. Fonte:
Chmielewskiet al. (2008).

1.4. PARAOXONASE 1 E DOENCA RENAL CRONICA

Inicialmente caracterizada por ser a principal easpvel pela detoxicacdo de agentes
organofosforados no organismo humano, a paraoxonds¢PON-1) € uma enzima (aril
esterase dependente de calcio) sintetizada pelddig secretada na corrente sanguinea, onde
se associa a subfracbes de lipoproteinas de attsiddde (HDL) contendo clusterina
(apoliproteina J) e apoliproteina Al (apo Al), per natureza versatil, possui atividade
paraoxonase e aril-esterase quando hidroliza caogposganofosforados (paroxon) e éster de
acido carboxilico (fenilacetato) respectivamentémadisso, algumas evidéncias sustentam
gue a PON-1 possua atividade lactonase quando safie fosfolipidios oxidados e na
homocisteina tiolactona (CORREIA e PERRY, 2010; KO et al, 2011; GUGLIUCClet
al., 2012).

Dois polimorfismos génicos em regides codificadors80 0s responsaveis,
parcialmente, por controlar a expressdo da PONsLibatituicAo de uma Leucina por uma
Metionina no cédon 55 (L55M) e a substituicdo deagitdo glutdmico por uma arginina no
codon 192 (Q192R). O polimorfismo L55M afeta a aamtracdo da enzima enquanto o

polimorfismo Q192R influencia na atividade cataedti assim, tais variagbes moleculares
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geram tanto defeito quantitativo como qualitatids. aloenzimas PON1dooe a PON-1o2r
podem atuar sobre os distintos substratos geradasiteé o processo de oxidagéo da LDL e
talvez tenham diferentes sensibilidades na acatracperéoxidos lipidicos, estas diferencas
possivelmente contribuem para as divergéncias alapel papel antiaterosclerético da PON-
1 (DRAGANOV e LA DU, 2004; JAMES e DEAKIN, 2004;®let al, 2005; PRAKASHet

al., 2010; CAMPSet al, 2012). Um resumo dos possiveis mecanismos pekis g PON-1

protege contra as doencas cardiovasculares setemoanTabela 2.

Tabela 2. Evidéncias da anti-aterogenicidade dadN-1 em humanos.

I. Protege a HDL contra oxidacio e preserva suas fungdes
To efluxo de colesterol celular proveniente dos
macrotagos
Protege a LDL contra oxidagio
Y peroxados lipidicos
3. Nlelhora os eteitos da LDL oxidada
Y inflamacio e citotoxicidade de fostolipidios oxidados
Jeaptagio de LDL pelos macrofagos
J transmigragio de mondcitos induzida pela LDL oxidada
4. Reduz os peroxidos lipidicos na lesdo aterosclerotica

L

Fonte: traduzida de DRAGANOV & Du (2004).

As concentracfes e atividades da PON-1 sofrem fafit@ncias genotipicas como
fenotipicas (dieta, estilo de vida, fatores ambisné tipo de doenca) (DRAGANQOV e LA
DU, 2004; RAJKOVICet al, 2010; CAMPSet al, 2012). Independentemente do genotipo a
reducdo da atividade da PON-1 tem sido associ@lilessas manifestacdoes patogénicas que
envolvemstressoxidativo como a hiperlipidemia, diabetes tipal@enca arterial coronariana
(DAC), sindrome metabdlica, uremia e DRC (N&B al, 2005). Diversos estudos tem
associado a reducado dos niveis séricos da PONaliraento do risco de desenvolvimento de
DAC e severidade desta doenca (MOHAMELDal, 2010; WANGet al, 2012; ZHAOet al,
2012), porém esses achados ainda se encontramsistemies, possivelmente, devido ao
polimorfismo da PON-1 (LIKIDLILIDet al, 2010).

Paraghet al. (1998) demonstraram atividade da PON-1 reduzida pawientes
urémicos em HD (p<0,001) e hiperlipidémicos (p40,uando comparada com a atividade
de pacientes saudaveis, além disso, foi encontnaglwor atividade sérica da PON-1 nos
pacientes urémicos em HD (p<0,001) em comparacdo gago dos individuos

hiperlipidémicos. Em outro estudo realizado poraBeket al (2012), no qual os autores
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propdoem a PON-1 como um novo biomarcador de DCVDREF, encontraram menor
atividade sérica da PON-1 no grupo de pacientes B&EF (p<0,05) quando comparado
com os pacientes transplantados e grupo contralgléseis), demonstrando que a atividade
da PON-1 parece ser parcialmente restaurada apéssplante renal. Desta forma, além da
atividade, as concentracdes séricas da PON-1 paresiar diminuidas na DRC, assim como
Suehiroet al. (2002) através de um ensaio imunoenzimatico mediram aectragdo da
PON-1 no soro de 81 pacientes em HD e em 103 ohadgi saudaveis, encontraram reducao
estatisticamente significativa (p<0,05) entre acemtracao sérica da PON-1 no grupo em HD
(6,78+3,56) em comparacdo aos pacientes sadio81855). Entretanto, nenhum destes
estudos investigaram a atividade sérica desta enaintes e depois da HD.

Ainda ndo ha consenso entre os diversos autores eanecanismo responsavel pela
reducdo da PON-1 na DREF. Conforme Gugliwetcal. (2012) as toxinas urémicas (ureia,
creatinina, produtos de glicagdo avancada e acido)(podem ser potentes mediadores que
causam deficiéncia na atividade enzimatica da PO@uQliucciet al. (2007) realizou um
experimentoin vitro onde os autores incubaram o ultrafiltrado do siewopacientes com
DREF com a paraoxonase e compararam com O grupoleoripacientes sadios), neste
trabalho eles observaram a reducado da atividadeQh:1 no grupo com DREF (p<0,001).
Estes resultados foram confrontados por Ragkevial (2010) em que os autores também
examinaramin vitro a hipotese da possivel inibicdo da atividade eatio@ (PON-1) por
toxinas urémicas com o ultrafiltrado do soro degraes com DREF quando comparado com
0 grupo controle (sadios) e ndo houve diferencaifgigtiva entre os grupos estudados. De
acordo com os autores, apesar de ndo ter havidedda significativa, é possivel que algum
soluto proveniente da retencao urémica possa asugagulacao da expresséo génica da PON-
1 (concentracdo e atividade) justificando as di&ectps entre os estudos. Outros trabalhos
tém indicado que a reducdo da atividade da PON-DREF esta associada a inflamacéao
(LAHRACH et al, 2008; RIBEIROet al, 2012). Pelo exposto o comportamento da
paraoxonase na DREF tem sido bastante investigati@tanto, sdo escassas as informagdes

sobre a possivel interferéncia da HD na atividastadenzima.

1.5. DISLIPIDEMIA UREMICA

A dislipidemia urémica é uma complicacdo da DRE se diferencia profundamente

da dislipidemia na populacdo geral, dada a sua lexmpde, pois ela é caracterizada
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(principalmente) pelos baixos niveis séricos do HDE aumento sérico dos triglicérides ao
invés do aumento do CT e LDL-C (SCHLITat al, 2007). Contudo, um ensaio clinico
randomizado realizado por Wanmral. (2005) com pacientes em hemodialise, entre osquai
a meédia de incidéncia anual de infarto agudo dacano ou morte por DAC era de 8,2%
por ano, falhou em demonstrar o beneficio da @uwps niveis séricos do LDL-C nos
pacientes em HD, sugerindo que a reducao séritdddeC, ao invés do aumento do LDL-C
possa ser possivel marcador da dislipidemia na DRC.

Embora a natureza da dislipidemia possa ser gigtifamente influenciada por
diversos fatores intrinsecos (proteindria nefrétidaencas concomitantes como o diabetes
mellitus e as alteracbes hereditarias do metabolidipidico) ou fatores extrinsecos
(eritropoetina, esteroides e inibidores de calaina) (LACQUANITI et al, 2010; KEANE
et al, 2013), a dislipidemia urémica esta associadarmdirua e severa desregulacdo de
enzimas-chave participantes do metabolismo da HD& Epoproteinas rica em triglicérides,
resultando em deficiéncia da HDL e hipertriglicenda (NOSRATOLA e NORRIS, 2011;
S. C. CHENet al, 2013; KEANEet al, 2013).

1.5.1. Triglicérides e lipoproteina de muito baixa densidde (VLDL)

A hipertrigliceridemia e o aumento da concentraggica do colesterol da
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-C) pesn em diversas fases da insuficiéncia
renal, em especial, na DREF e naqueles em DP. éthgliceridemia reflete o0 aumento da
sintese hepética e decréscimo do catabolismo daL\.Beus remanescentds\(LDL),
devido a diminuicdo da atividade das enzimas lijga, dentre elas, lipoproteina lipase
(LPL) e lipase hepatica (VARIZI, 2009; YAMAMOTO e N 2009). Assim como 0
downregulationdos receptores de VLDL no tecido adiposo, museshpuelético e cardiaco
(Figura 04), além do aumento plasmatico da relagio CllI (inibidor de LPL) e apo ClII
(ativador de LPL) (KWANet al, 2007; SHOJEt al, 2011; TSIMIHODIMOSet al, 2011;
NOSRATOLA e NORRIS, 2011).
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Figura 3. Via metabdlica da VLDL.

A DRC induz o downregulation (marcado com astejistzoLPL (lipase lipoproteica), LRP (proteina
relacionada ao receptor de LDL) e VLDLr (recept@ WLDL) que em conjunto provocam a
hipertrigliceridemia. Fonte: Varizi & Norris (2011)

A elevacdo dos TG tambéem reflete upregulation da acil-CoA: colesterol
aciltransferase (ACAT) hepética, proteina de trenésicia que auxilia nos hepatdcitos com a
incorporacdo de triglicérides (TG) na lipoproteMiaDL, o decréscimo do catabolismo do
TG induz ao acumulo de particulas de LDL pequenatemsas. O comprometimento
metabolico decorrente da DRC, em parte, pode pesvoodificacbes pods — traducionais das
apolipoproteinas como oxidacao, glicacao e carlaagdd (YAMAMOTO e KON, 2009). De
acordo com Lacquani@t al (2010) odownregulationde diversos genes, juntamente com a
modificacdo da composicdo das lipopropoteinas edoeinibitério de vérias toxinas
urémicas presentes na DRC, representam mecanisisiopafolégicos importantes da

hipertrigliceridemia na doenca renal.

1.5.2. Colesterol e Lipoproteina de baixa densidade (LDL)

Cerca de 90% do colesterol enddogeno é sintetizada ptender as necessidades
fisioldgicas, no entanto essa macromolécula pod#éa ser obtida a partir da dieta. A
enzima hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase (HMIBA redutase) regula sintese do
colesterol (CHMIELEWSKIet al, 2008; VAZIRI, 2009). Apesar dos niveis do colesite
total se apresentar entre os valores de normalidedeDRC (KEANE et al, 2013).
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Chmielewskiet al (ib), demonstraram em ensaio experimental que a egwegenica e a
atividade da HMG-CoA redutase se encontrava satifiamente aumentada em ratos
nefrectomizados. Entretanto, outros estudos demawast que apenas quando a doenca renal
cursa com proteindria nefrética ha significatiupregulation da HMG-CoA redutase
(VAZIRI, 2009).

A apolipoproteina B100 (apo B) sintetizada no figade faz parte de modo
predominante das principais fracdes lipoproteicassicleradas aterogénicas (VLDL, IDL e
LDL), cujo colesterol é variavel. A apo B é essahpara ligacdo das particulas de LDL aos
receptores celulares, permitindo a entrada de LB4 c¢élulas, assim o excesso de apo B
caracteriza um fator desencadeante para processm@bico (WALLDIUS e JUNGNER,
2004; BRASCHlet al, 2006).

De acordo com Varizil§), em modelo murino, particulas de LDL ricas enerest de
colesterol sdo retiradas da circulacdo via recegeorLDL (LDLr) no figado e tecidos
periféricos. Estudos tém demonstrado que a qualdtidde LDLr no inicio da
glomeruloesclerose se encontra inalterada, poré@mm significativa reducdo apdés o seu
desenvolvimento, além da presenca de proteinueataada. Esse quadro conforme o autor
tem como efeito a inducdo de hipercolesterolemaaeyr

Na DRC a concentracdo seérica do LDL-C estd usudémentre os valores de
referéncia ou discretamente reduzido. Do pontoisia \ualitativo a LDL se apresenta em
seu subtipo pequeno e denso, a qual possui alter pedpenetracdo na parede vascular, e
neste local, sofre oxidacdo (LDLox) sendo enddoitgor macréfagos via receptores
scavengerdentre eles, SR-Als€avenger receptor class)A¢ LOX-1 (ectin-like oxidized
LDL receptor-}, figura 07, processo que pode dar inicio a fodoage células espumosas,
desencadeando o processo aterosclerético, confiigora 05 (DIEPEVEENet al, 2008;
MORADI et al, 2009; LACQUAN!ITI et al, 2010; TSIMIHODIMOSet al, 2011).
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Figura 4. Representacdo da LDL pequena e densa perado na camada intima, dando inicio a
patogénese da aterosclerose.
Fonte: McCullougtet al.(2011)

A hiperlipidemia pode acelerar a evolucdo da daergal por diversos mecanismos:
reabsorcdo de &cidos graxos, fosfolipidios e aelstontido no filtrado proteico tubular
(albumina e lipoproteinas) podem estimular inflafeaizibulointersticial, formagéo de células
espumosas e lesdo tecidual (LACQUANI&t al, 2010). Assim como o acumulo de
lipoproteinas no mesangio glomerular promove praduge matriz extracelular e
glomeruloesclerose com lipoproteinas oxidadas &astespecialmente a LDL, que em
cultura de células mesangiais estimula a produgioitdcinas pro-inflamatoéria que podem
levar ao recrutamento e ativacdo de macrofagoslaires e residentes (VAZIRI, 2006).

A nefrotoxicidade lipidica vem sendo investigada giwersos autores. Hattoet al.
(1999) induziram hipercolesterolemia em ratos eeolaram lesdo no tecido renal, a
alimentacdo dos animais rica em colesterol condazformacao e infiltragcdo de células
espumosas com desenvolvimento de destruicdo gltemeEim similar modelo animal, Joles
et al. (2000) concluiu que a hipercolesterolemia e higgiteridemia estavam associadas a
severa lesdo de poddcitos e células tubulointestidcPorém, resultados em humanos ainda
sao controversos, pois de acordo com Chatlal (2010) em estudo de corte com 840
pacientes (DRC) que foram acompanhados por um deenwedio de 10 anos, nao foi
encontrado significativa correlacéo entre hipedigomnia e doenca renal, entretanto, Céieal.
(2013) analisou pacientes com doenca renal emiest&35 incluindo diabéticos e néo
diabéticos, verificando que o aumento do colestéotdl, LDL-C e nao-HDL-C foi

associado a progressao da doenca renal.

1.5.3. Lipoproteina de alta densidade (HDL)
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A lipoproteina de alta densidade (HDL) possuiutgta complexa (figura 06) e faz
parte de um grupo de particulas bastante hetemgéni relacdo ao tamanho, composi¢éo e
funcionalidade (YAZDANYAR et al, 2011). A existéncia de subpopulacdes distintas da
HDL é consistente com o fato de essas particul@scerem varias funcdes biologicas
(antioxidante, anti-inflamatoria, antiapoptéticasntitrombdéticas e anti-infecciosas)
(KONTUSH e CHAPMAN, 2006; PODREZ, 2010). Essas syybacbes podem ser
identificadas de acordo com suas propriedades$isincluindo tamanho, forma, densidade e
carga, tais subpopulacées podem ser reclassificdelascordo com diferentes proteinas de
transferéncia lipidica, enzimas, apolipoproteinasrgetdo lipidico (LEANCAet al, 2010) e
pelo o uso das técnicas de eletroforese bidimeac@ssociada aestern blottinga HDL
pode ser subdividida em larga e rica em coles{gtblL2, e HDL2,) e pequena, pobre em
lipidios, (HDL3a, HDL3b, HDL3c, pré-HDL e pré p2-HDL) (TIAN et al, 2011). As
alteracdes nas concentracdes plasmaticas dosofipjuthdem alterar a maturacdo desta
lipoproteina, Gouet al. (2005) observaram reducdo do tamanho da HDL envithabs
hipertrigliceridémicos do sexo masculino em com@@oa ao grupo controle

(normolipémicos).
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Figura 5. Estrutura da HDL.

Fator ativador de plaquetas (PAF-AH), fosfolipase(PLD), paraoxonase
(PON), Proteina de Transferéncia de Esteres dest@oté (CETP), colesterol
livre (FC), colesterol esterificado (CE), triglicges (TG), fosfolipidios (PL),
Lecitina colesterol aciltransferase (LCAT), Progeime transferéncia de
fosfolipide (PLTP). Fonte: Modificada de Cho (2009)
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A HDL protege contra a aterosclerose a partiriderdos mecanismos, dentre eles: (a)
poSsui na sua constituicdo enzimas antioxidanfgaoxonase e glutationa peroxidase - que
inibem a oxidacao de lipoproteinas e lipidios (fag05); (b) remove e elimina o excesso de
colesterol via apo Al e lecitina colesterol aciliséerase (LCAT); (c) suprime resposta
inflamatoria via captacao e eliminacdo de endoxénfssfolipidios oxidados por acdo da apo
Al e antioxidacdo da LDL; (d) acdo antitrombétidsaaés da atividade da enzima acetil-
hidrolase do fator ativador de plaguetas (PAF-Adi)e € potente inibidora da agregacao
plaguetaria; (e) pela capacidade de remover oteotdsie macréfagos ligados ao endotélio,
processo dependente de proteinas especifica cdahemmo ATP binding cassete
transporterAl (ABCA-1), iniciando o transporte reverso de stdeol, figura 07, (LIMA &
COUTO, 2006). No processo aterosclerotico a HDLspb%papel” importante por limitar a
modificacdo ou oxidacdo de lipidios e/ou lipopnodsi além de remover o colesterol e
fosfolipidios dos tecidos periféricos retornandcaosfigado para ser excretado pela via biliar
e fecal - processo conhecido como transporte re{®©®©RADI et al, 2009).
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Figura 6. Representacdo esquematica do transporteverso do colesterol.

Captagéo da LDLox pelos receptores scavenger (SR1ADX-1) e efluxo de colesterol
livre via ABCA1 e ABCG1 transportadores em macrofag células residentes na parede
arterial, a transferéncia de colesterol livre dipda superficie desta célula para o HDL-3
(pobre em lipidios), a esterificacdo do colestdnok, e translocacdo de ésteres de
colesterol para o nucleo da HDL, a entrega pela-HDdo colesterol esterificado através
do acoplamento receptor SR-Bl seguida da liberagao HDL-3 reciclagem ou
degradacéo pela cadeia beta de ATP sintase. Matlkficada de Moradet al. (2009).

Alteracdes na constituicdo da HDL provocam disawb funcionais desta
lipoproteina. A anormalidade lipidica mais freqieemente observada é o aumento dos
triglicérides e reducédo dos fosfolipidios na patdaa HDL, situacdo observada nos casos de
hipertrigliceridemia associado com a diminuicdoati®idade da lipase lipoproteica, lipase
hepética e LCAT ou na alteracdo combinada destasmas, bem como em outros
mecanismos que resultem na diminuicdo sérica do -BD(SVIRIDOV et al, 2008;
HOLZER et al, 2011). Diversos estudos epidemiolégicos demarsstraa relacdo inversa
entre HDL-C e a progresséo da aterosclerose, aam#mb risco de DCV na populacao geral
(KAYSEN, 2009; WEICHHARTEet al, 2012). Alteracdes na composicao lipidicacdee da
HDL, como por exemplo, a substituicdo de ésteresotisterol por triglicérides € conhecida
por alterar a estabilidade da apo Al pela modificaglo dominio C — terminal desta
apolipoproteina, esta por¢cédo proteica € fundameata a HDL interagir com os receptores
lipidicos (KONTUSH e CHAPMAN, 2006). A apo Al é adipoproteina mais abundante da

HDL. Alguns estudos sugerem que esta apoliprotpdssui maior capacidade de predizer
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doenca cardiovascular do que as concentracfessélicHDL-C (colesterol da lipoproteina
de alta densidade), pelo fato de traduzir o metstinol da HDL, assim a apo Al surge como
proposta de ser um novo biomarcador de risco DCAMNWER STEEGet al, 2008).

1.5.3.1. Proteina de transferéncia de fosfolipide (PLTP)

A PLTP pertence a uma familia de enzimas que zagalia transferéncia de
lipopolissacarideos, incluindo @roteina de transferéncia de ésteres de cole{l€BTP) e
proteina de ligacdo a lipopolissacarideos (LBP) (SKONEN et al, 2001; ALBERSet al,
2012; JIANGet al, 2012; ROBINSet al, 2013) e pode ser expressa por células e 6rgaos
dentre eles macréfagos, ovario, pulmao, timo, fimtes figado, este ultimo sendo o principal
local de producao e degradacédo (JIABIGI, 2012; DULLAART et al, 2013). Devido a sua
extensa glicosilacdo, a PLTP € uma proteina morioenéom peso molecular aparente de
81kDa, no plasma ela é encontrada complexada,ipaineente, a proteinas (DA¥t al,
1994; DULLAART et al, 2013).In vitro sua atividade enzimatica pode ser medida pela
capacidade de transferir fosfolipidios marcados énpara HDL purificada (ALBERSt
al., 2012). Aléem de lipopolissacarideos a PLTP tramesfosfolipidios, a-tocoferol e
cerebrosideos (JIANGet al, 2012). As transferéncias de lipidios entre HDLowras
lipoproteinas, mediadas pela CETP e PLTP sédo p&ssdamentais na formacdo da HDL e
seu papel no transporte reverso do colesterol (H(MEN et al, 2001). A atuacdo da
PLTP no remodelamento da HDL é influenciado pelamasicdo proteica desta particula e
aumenta significativamente com a presenca dedgigties nesta lipoproteina (OKét al,
2000; RYE e BARTER, 2014). Desta forma, alguns dltats tem descrito que a PLTP
plasmatica possui duas formas: uma ativa, com g de transferir a fosfatidilcolina de
vesiculas de fosfolipidios para a HDL, associadga Al (figura 05), e outra inativa, tem
pouca ou nehuma capacidade de transferéncia ddifégdios, ligada a Apo E (OKAet al,
2000; JIANGet al, 2012).

E amplamente descrito na literatura que a PLTPypossltiplas e complexas fungdes
no metabolismo lipidico, dentre elas: (a) faciatéaransferéncia de fosfolipidios e colesterol
livre de lipoproteinas ricas em triglicérides parbBlDL durante a lipdlise intravascular; (b) a
sua atividade resulta na converséo de kibhdura em HD4larga e em pequenas particulas
de prép-HDL - essa habilidade de gerar particula que élerte aceptora de colesterol

traduz a importante participacdo da PLTP no tramspeverso do colesterol; (c) atenua
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resposta inflamatéria através da transferénciapdgdlissacarideos (LPS) para a HDL(d)
transfere a-tocoferol provenientes da HDL para membranas aedg| agindo como
antioxidante; (e) estimula o efluxo de colesteras dcélulas espumosas (macrofagos
modificados) pela modulacdo da proteina transportadBCA1l, onde a pr@-HDL sera
aceptora deste colesterol (HUUSKONENal, 2001; ALBERSet al, 2012; DULLAART et

al., 2013). Assim, a PLTP promove tanto a formacaéiBa como participa, na circulagéo
sanguinea, do remodelamento desta lipoproteina (R®&t al, 2013).

A expressao da PLTP é aumentada em algumas cosdig@matologicas que séo
fatores de risco para doenca cardiaca coronarderatre elas a obesidade, resisténcia a
insulina e no diabetes tipo 1 e 2 (YAZDANYAR al, 2011). A atividade desta enzima é
elevada na obesidade, diabetes tipo 2 e se mamtélterada na hipertripliceridemia
(HUUSKONEN et al, 2001). Ensaios experimentais tem investigadopelparo-aterogénico
da PLTP. Em 2002 um trabalho realizado por Vandrapet al relataram que o aumento da
atividade da PLTP provoca predisposicdo ao desemvehto da aterosclerose pela
diminuicdo da concentracédo plasmatica da HDL. Mwmetéet al. (2008) em um estudo com
camundongosknockout para LDLr constataram que a elevacdo da atividdalePLTP
desestabiliza a lesdo aterosclerética e agravafib lproteico pro-aterogénico. Yazdanyar
& Jiang (2012) demonstraram em modelo com camuraoggneticamente modificados que
a superexpressao da PLTP aumentou a sintese kepati®¥/LDL. Resultado similar foi
obtido por Massoet al.(2011) que verificaram o aumento dos niveis sérieokpoproteinas
ricas em triglicérides na presenca da PLTP, porBserwaram que ndo houve alteracdo no
nivel sérico do HDL-C, assim como néo foi modifigaa propriedade antioxidante da HDL.
Entretanto, em recentes estudlovitro foi sugeridoque a PLTP pode ter papel protetor na
trombose (OSLAKOVICet al, 2009; OSLAKOVICet al, 2010).

Em humanos os estudos que tratam do impacto da RbbTBesenvolvimento de
doencgas DCV séo controversos. \Dees et al. (2006)avaliou 87 pacientes com diabetes tipo
2 e 83 controles (pacientes saudaveis), os aubtigesrvaram que houve associacao positiva
entre o aumento da atividade da PLTP e presenegmssamento da camada intima e média
da artéria carétida no grupo de pacientes com whiakigo 2, sugerindo que a alta atividade
da PLTP esta envolvida no processo de aterosclaoederado. Schgoet al. (2008)utilizou
uma populacdo amostral de 53 individuos com sirgsodeadoenca arterial periférica e 208
controle (sem sintomas de doenca arterial perdgrforam excluidos os pacientes fumantes e
portadores de diabetes mellitus, e constaram cquievidade da PLTP foi significativamente

reduzida no grupo com sintomas de doenca artegidepgca quando comprado com o grupo
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controle (p=0,001)X Chenet al.(2009)realizaram um estudo com 215 pacientes (sem) e 407
pacientes com doenca cardiaca coronariana e obmervgue ndo houve diferenca
significativa entre a atividade da PLTP e o grupopdcientes sem e com doenca cardiaca
coronarianaNa tentativa de esclarecer os contraditorios radaft anteriores partindo do
pressuposto de que o aumento da atividade da PIEVR as concentracdes plasmaticas do
HDL-C, Robbinset al (2013) resolveram investigar no periodo entre51P398 a associacao
do aumento da atividade desta enzima e a elevagésab de desenvolvimento de DCV, os
autores incluiram no estudo 2679 individuos (56%seéro feminino), observaram que o
aumento da atividade da PLTP foi associada a élevda incidéncia de DCV apenas no
grupo de pacientes do sexo masculino e ndao expicar razao deste achado. Os autores
ressaltam que este foi o primeiro estudo em québ-8 baixo ndo pode ser considerado
como uma variavel de confuséo.

Apesar dos dados a cerca da PLTP ainda se amesantle modo contraditério,
estudos atuais se concentram em duas principammatorde atuacdo da PLTP, no
remodelamento da HDL e na inducéo do aumento dessiplasmaticos de lipoproteinas rica
em apo B (COLHOUNMNet al, 2002).

1.6. BIOINDICES

A estimativa de risco cardiovascular utilizandades lipidicas vem sendo bastante
utilizada pela comunidade cientifica nos ultimososanespecialmente, para individuos
hipertrigliceridémicos e/ou com o HDL-C abaixo ddvet de normalidade, pois o
rastreamento isolado de parametros lipidicos p@deser suficiente fator preditor do risco
DCV (MAY et al, 2013) e nos ultimos anos diversos autores téinato essas razées como
ferramenta para avaliar o risco cardiovascular REP (KIRMIZIS et al, 2007; KIMAK et
al., 2011; ROEHR®t al, 2011; CABARKAPAet al, 2012).

A presenca da hipertrigliceridemia aumenta adai¥e da lipase hepética que resulta
na elevacdo do catabolismo do HDL-C (AL-TAL al, 2012). Recentes estudos tem
relacionado a razdo TG/HDL-C ao risco de desenvmwio de DCV (HADAEGHet al,
2009; BERTOLUCIet al, 2010; PARAMSOTHYet al, 2010), a elevacédo sérica dos TG e
reducdo do HDL-C estd associado a presenca de ldgugma e densa (LEMIEUXt al,
2001), desta forma, o indice TG/HDL-C classifichlL em dois distintos fenotipos: para

valores acima de 3,8 (79% de fenotipo B) e menaquipeste valor (81% de fendtipo A) (DA
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LUZ et al, 2008), assim Yunket al. (2013) observaram a associagao desta razdo com a
severidade da doencga coronariana, 0s autores suatamue essa relacdo se deva a presenca
do fendtipo B (subtipo de LDL pequena e densa)jddeso sua capacidade de penetrar na
parede arterial e se depositar sob o endotélio faciisnente que as particulas maiores, e por
estas lipoproteinas apresentarem maior suscegtiddi & oxidacdo, o que aumenta a sua
aterogenicidade. Outra classificacdo que reeditaddise da presenca sérica de LDL pequena
e densa é a transformacao logaritmica da razdo DIG(E| o chamado indice aterogénico do
plasma (IAP) que classifica o risco de acordo c@w tategorias: baixo < 0,11, intermediario
0,11-0,21 e alto > 0,21 (AL-TAét al, 2012; CABARKAPAet al, 2012). Recente estudo
investigou a associagdo entre IAP e 0 espessarmaritdima-média da carétida (marcador de
aterosclerose subclinica) de pacientes em HD en&nco forte correlagcdo positiva entre
ambas as variaveis estudadas em comparacao aoqgmipole, estes resultados sugerem que
o indice IAP pode ser utilizado como parametro praexrvencdes que atuem na regressao da
aterosclerose subclinica (YILDI& al, 2013).

O indice apo B/apo Al reflete balanco do transpd#g colesterol, consideram-se como
risco valores superiores a 0,9 no homem (FORTIAMENT, 2007; HUANGet al, 2013),
figura 08. Um importante estudo de caso control® TERHEART, demonstrou que a razao
apo B/apo Al é potencial fator preditor de riscoapRAC (YUSUFet al, 2004). Em outro
trabalho utilizando-se de medidas ultrassonicaoliservada a associacdo entre o aumento
desse indice e aterosclerose subclinica (PANAYIOT D!, 2008). Walldiuset al. (2001)
selecionaram 175.553 individuos e avaliaram a &elantre o risco de morte por infarto
agudo do miocardio e parametros lipidicos, nestedeshouve acompanhamento médio de
66,8 meses (98.722 homens) e 64,4 meses (76.83kmes), durante os quais 864 homens e
359 mulheres tiveram IAM (infarto agudo do miocéjdiatal, os autores concluiram que o
indice apo B/apo Al foi melhor fator preditor de meopor infarto agudo do que o LDL-C.
Kirmizis et al. (2007) sugeriram a inclusdo da razdo apo B/apop@hk avaliar risco
cardiovascular de pacientes em hemodidlise petodastas moléculas serem estaveis e ndo
sofrerem com o estado inflamatorio cronico desfaufagao.

O guia clinico da Sociedade Europeia de Cardialagi Sociedade Europeia de
Aterosclerose recomenda que o indice ndo-HDL-Claonendicador de risco do que o LDL-
C, especialmente, para pacientes com hipertrigdiearia associada a DRC (REINER al,
2011), provavelmente, devido ao fato da andliskdsodo LDL-C ignorar as lipoproteinas
ricas em TG e pela dificuldade de se obter amosaaguineas (no jejum) dos pacientes em

HD, uma vez que os niveis séricos dos TG sdo smsnte alterados no desjejum, levando
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a formula de Friedwald a diminuir o LDL-C (falsogativo), assim o ndo-HDL-C pode ser
melhor parametro lipidico na rotina clinica dosigai®s com DREF (NISHIZAWAet al,
2003). O ndo-HDL-C é o resultado da subtracaeent€T e HDL-C, ja a relacdo nédo-HDL-
C/HDL-C estima o nivel sérico de lipoproteinas qastém apo B, figura 08 (REINER al,
2011; KIM et al, 2013).

A elevacdo da razdo CT/HDL-C é observada na higkceridemia e muitas vezes
acompanhada de outras alteracbes metabdlicasinighclo aumento sérico das lipoproteinas
que contém apoB e presenca de LDL pequena e deASR (et al, 2009), assim a relagcéo
CT/HDL-C vem sendo utilizada como importante fapoeditor de risco cardiovascular
(LEMIEUX et al, 2001; GIMENO-ORNAet al, 2005; KAPPELLEet al, 2013) e diversos
estudos tem demonstrado que este indice € mellroadua de risco cardiovascular do que o
CT, LDL-C e a razdo LDL-C/HDL-C (HANAKet al, 2004; LEEet al, 2008), achados que
foram confirmados por Nagt al. (2009) ao avaliar a associacao entre paramepiidos e
DAC proximal obstrutiva e ndo obstrutiva em umatpagao de 295 pacientes encaminhados
para angiografia entre 2004 e 2006. Como referérat@es da relacdo CT/HDL-C abaixo de
5,1 é considerado baixo risco e acima de 5,8 adwo rcardiovascular (sexo masculino)
(CASTELLI et al, 1983).

A dosagem de HDL-C mede apenggool da HDL, entretanto, a relacdo HDL-C/apo
Al estima a composicdo desta lipoproteina (ABBASIlal, 2013b), modificacdes na sua
constituicdo alteram a participacdo dessa particol&ransporte reverso do colesterol, desta
forma, a vantagem em utilizar este indice € a piislside de se avaliar o estado funcional da
HDL que é alterado em pacientes com hipertriglisgriia e HDL-C abaixo do valor de
referéncia (BRITESet al, 2000). Outro indice que vem sendo bastante atitiz2¢ a reducéo
da razdo LDL-C/apo B que esta independentementeiada ao risco cardiovascular e pode
também servir para monitorar a LDL no aspecto tptald em pacientes com elevados niveis
de triglicérides séricos (KWONMNt al, 2011; TANIl et al, 2011). Navarrcet al. (2003) em
estudo transversal avaliaram o efeito da atorvaat#1Omg/dia) durante 04 meses sobre o
perfil lipidico e razbes de risco cardiovasculae@nos e calculados no inicio e ao final do
estudo) em pacientes com diabetes mantidos em Hdengre os resultados obtidos,
verificaram o aumento da relacdo LDL-C/apo B (p.&l) nesta populacgéo, efeito que pode
ser critico na reducdo da mortalidade de individumodHD.



31

numerator denominator

Figura 7. llustracao da constituicao lipidica dosridices de risco cardiovascular

(CT/HDL-C; LDL-C/HDL-C; ndo-HDL-C/HDL-C; apo B/ap®Il e ndo-HDL-C). As esferas
pretas representam o conteudo lipidico aterogéda® lipoproteinas, as esferas brancas o
conteldo lipidico antiaterogénico, os circulos dasarepresentam as lipoproteinas que contém
apo B e apo Al. Os desenhos nado representam o lamaal das lipoproteinas. Fonte:

Modificada de Hermanat al(2007).
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2. JUSTIFICATIVA

A doenca cardiovascular é a principal causa deearamt pacientes com DREF. As
causas de mortes relacionadas a doenca cardiasts pepulacdo, estdo diretamente
associadas a processos ateroscleroticos. Paciemtdseemodialise sdo expostos a diversos
fatores heterogéneos que resultam em anormalidguidécas funcionais, qualitativas e
quantitativas. Tais alteragfes lipidicas sdo macaela desregulacdo de numerosas enzimas,
apolipoproteinas e receptores celulares, além aakfioacbes na maturacdo e metabolismo
da HDL. Além disso, a dislipidemia urémica ¢é pnradmente caracterizada pela
hipertrigliceridemia, aumento VLDL-C e diminui¢cao HDL-C, em quanto o CT e LDL-C se
encontram abaixo ou dentro dos valores de refexénci

As modificacbes no metabolismo lipidico (e.g. o odelamento da HDL) séo
dindmicas, o tamanho e a composicdo das lipopestesdo regulados por proteinas de
transferéncia de lipidos, por exemplo, a PLTP. Aldisso, alguns estudos em animais e
humanos vem demonstrando que alteracdes na atviiegta enzima tem sido associada a
eventos cardiovasculares. Especula-se que as guades inflamatorias da PLTP contribuam
para os efeitos pré-aterogénicos, entretanto, doexecanismo que envolve a PLTP na
aterogénese ainda nao foi elucidado. Outra enzireadambém esta ligada a HDL € a PON-1
gque também ajuda a manter a estabilidade destécyart sendo a principal enzima
responsavel pela funcdo antoxidante, os estudos nestrado claramente a funcao
ateroprotetora da PON-1, por inibir a oxidadacaa@la.

Diversos estudos tem citado as razfes lipidicasocohores indicadores de risco
cardiovascular do que apenas a andlise isoladasdeatametros, em especial para condi¢cdes
hipertrigliceridémicas, assim tais bio indices veendo utilizados para avaliar o risco
cardiovascular na DREF. A maioria dos dados sobRLBP, PON-1 e perfil lipidico na
DREF séo gerados a partir de estudos que compareaienpes em HD com transplantados e
grupo controle (saudaveis). Portanto € de sumartidpoa a investigacdo da possivel atuacao
moduladora da HD nestas enzimas, perfil lipidicpoe consequente o remodelamento da

HDL para que se possa propor um biomarcador de caaiovascular nesta populacao.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito da hemodidlise sobre o remodeldmelas particulas de HDL através da
incorporacdoin vitro de fosfolipidios (PLTP) entre as lipoproteinas iplascas e a

capacidade antioxidante da HDL (PON-1), perfildipd e razGes de risco cardiovascular.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar a capacidade aceptora (incorporacé®)fakfolipidio na HDL para avaliar
indiretamente a atividade da PLTP no remodelameéatblDL/fase plasmatica do transporte
reverso do colesterol;

2. Determinar a atividade da Paraoxonase;

3. Determinar a concentracao apo Al, apo B e odldat estimativas de risco;

4. Determinar as concentracdes de proteinas tlsumina.

5. Realizar correlacdes lineares entre as vari@eerssco estudadas.
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4. METODOLOGIA

4.1. DESENHO DO ESTUDO E CASUISTICA

A pesquisa baseou-se estudo experimental do tipes & depois desenvolvido em
colaboragdo com o Hospital Ana Neri - Salvador,atdratorio de Bioquimica Clinica da
Faculdade de Farmacia e o Laboratério de Bioengenfacidual e Imunofarmacologia do
Centro de Pesquisas Goncalo Moniz — FIOCRUZ/BA. wostra populacional foi
selecionada por conveniéncia no Hospital Ana Newmposta por 50 pacientes do sexo
masculino com DREF, estratificados a cada 10 anofoame recomendacédo da V Diretriz
brasileira sobre dislipidemias e prevencéo da stégmse (XAVIERet al, 2013), Tabela 3,
moradores da Bahia, entre 32 e 72 anos. Os pagisatencontravam em hemodialise ha no
minimo 03 meses e maximo de 84 meses. Eram suloweigl sessdes de HD durante 3-4
horas (na frequéncia de trés vezes por semana) roembrana dialisadora sintética
(polissulfona) de baixo fluxo, solu¢do dialisaddrasica (bicarbonato) e heparina néo
fracionada (Hemofol®). Todos os participantes forarformados e concordaram com o

estudo, assinando o Termo de Consentimento Litae-d=sclarecido.

Tabela 3. Classificagdo dos participantes do estudo estratifidos por faixa etéria
conforme critérios da V diretriz brasileira sobre dslipidemias e prevencdo da
aterosclerose (2013).

Faixa etaria (anos) N %
30 -39 10 20

40 — 49 14 28

50 - 59 11 22

> 60 anos 15 30
Total 50 100

Abreviacdo: numero de individuos (n);

4.2. CRITERIOS DE INCLUSAO

* Sexo masculino;
+ |dade entre 32 e 72 anos;
» Doenca renal em estagio final;

e Termo de consentimento livre e pré-esclarecido @E)Cissinado;
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* Realizacdo de hemodialise eletiva no Hospital Aed.N

4.3. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Estar apenas em hemodialise;

Estar realizando tratamento conservador;

* Nao assinar o Termo de Consentimento Livre e Beisecido (TCLE);

Estar internado por qualquer motivo.

4.4. DETERMINACOES LABORATORIAIS

As determinacdes laboratoriais foram realizadasaerostras de soro obtidas antes e
depois da sessdo de hemodialise. As concentragdeslésterol total (CT), suas fracoes,
triglicérides (TG), HDL-C, proteinas totais e albboen foram determinadas por métodos
enziméticos (reagbes de ponto final). As deterndiesgdo LDL-C foram realizadas por
método homogéneo direto (LDL-C direto, BioSystemsEBpanha). Foram utilizados dois
equipamentos, um semi-automatizado StarDust MCias{B, Alemanha) e automatizado
LabMax 240, Clinical Chemistry Analyzer (LABTESTrd&il). As concentragdes de apoAl e
apoB foram determinadas por imunonefelometria éfado analisador IMMAGE®
(BeckmanCoulter, USA).

4.5. INCORPORACAO DE FOSFOLIPIDES NA HDL

A incorporacédo de fosfolipides foi determinada aipalos dados de contagem de
cintilacdo dos fosfolipides marcados com carbono (R4-**C) na amostra total, em
comparacdo a cintilacdo da fragdo da amostra queéroo somente a HDL (apds
precipitacdo). Este método house foi desenvolvido com base no principio do métddo
substrato exdgeno (STOKKE e NORUM, 1971; CHANN@&MNal, 1990), ou seja, para cada
amostra, 1,0 (um) microlitro de Pf€ (cerca de 0,4uCi/mL) foi adicionado em 500
microlitros de soro e, apds homogeneizado em vostdxmetidos a temperatura de 0 — 4° C
(temperatura que se espera a inatividade da PL®Puma hora, visando estabelecer o

equilibrio entre PL enddgeno da amostra e o*®Ladicionado. Decorrido este tempo,
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incubou-se a 37° C (temperatura onde a PLTP é)atioh agitacdo constante, por uma hora.
Apos este tempo esfriou-se a amostra em banhoudecdgn gelo para paralisar a reacao. 250
microlitros deste soro marcado foram separadoslpdaa de fundo (radioatividade total de
cada amostra). Nos outros 250 microlitros da amaostarcada foram adicionados 250
microlitros de reagente precipitante preparado ipneente com sulfato de dextran 0,2% e
MgCl2 3,0 Molar, v/v, para precipitar as lipoprote$ que contém apo B. Em seguida,
centrifugou-se, sob refrigeracdo, por 10 minut89A0 rpm e separou-se 0 sobrenadante, que
contém HDL, para posterior determinacdo da radimktle presente. Para a determinacao
das radioatividades nas amostras foi utilizado wipsgmento para deteccao da cintilacdo
liguida (Multilabel Detection Plataform - Hidex Ghaleon). Cada amostra foi dividida em
cinco aliquotas de 50 microlitros. Em placas deSALtom 96 pocos, tomando o cuidado de
utilizar pocos intercalados para evitar interfer@a@ntre as amostras, em cada poco foram
adicionados uma das aliquotas de 50 microlitro$@ ricrolitros de solucdo cintiladora
Ultima Gold (High flash-point LSC-cocktail for conf aqueous and non-aqueous samples —
PerkinElmer,Inc, Waltham, USAM incorporacéo de PL foi expressa como percenteidtid

1C a partir das contagens por minuto obtidas nopamuénto de cintilag&o liquida, em uma

hora, em relacdo a radioatividade total adiciomadamostra.

4.6. ATIVIDADE DA PARAOXONASE

A atividade da Paraoxonase foi determinada de acooth o método descrito por
Macknesset al. (1998) e Sentet a.l (2003). Adicionou-se de 140 uL de tampdao Tris-HCI
0.1M, pH 8.05, contendo 2mmol/L de CaCl2 e 1.1 nilmdke paraoxon (Sigma Chemical
Co.) a 7uL de soro. A amostra foi distribuida eacplde 96 pocos em duplicata. A leitura foi
feita em comprimento de onda de 405nm e temperatar87°C utilizando “Leitor de
Microplacas” (Microplate Reader, Benchmark, BIO-RAPara célculo da atividade, foram
feitas seis leituras em intervalo de um minuto caskndo que o resultado foi obtido
multiplicando-se a média da variacdo das absoraépalo fator.

Fator = VTR (mL)/e405 x VA ( mL) x E (cm) , onde:
VTR - Volume total da reacao

VA - Volume da amostra

E — Espessura da cubeta

€405 - 1805 L M-1 cm-1
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Logo, atividade da Paraoxonase = Fataaks/min

4.7. BIOINDICES

Foram calculados os parametros lipidicos ndo-HD(=0C - HDL-C), TG/HDL-C,
apoB/apoAl, TC/HDL-C, LDL-C/HDL-C, HDL-C/apoAl, LDtC/apoB, ndo-HDL-C/HDL-C
e atherogenic index of plasm@AlP) = log(TG/HDL-C). Como TG/HDL-C nao obteve
distribuicdo normal em todos os subgrupos foiz#dio o log(TG/HDL-C) para confirmacéo
dos resultados. Para AIP os pacientes foram dleedifs de acordo com trés categorias de
risco: baixo <0,11, intermediario 0,11-0,21 e &lfp21 (CABARKAPAet al, 2012).

4.8. ANALISE ESTATISTICA

A analise descritiva dos dados foi realizada ampdatdeterminacéo das estimativas de
centralidade e dispersédo para obtencdo de medidamo, seguida do teste de normalidade
de D Agostotino e Pearson Omnibymara avaliar o tipo de distribuicdo dos dados. Em
seguida, com base nas informagdes, para os dadoslistribuicdo normal foram utilizados
testes parameétricos, quando ndo apresentou paglrdmrihalidade foram utilizados testes ndo
paramétricos. Os dados analisados foram considemsidaificativos quando p < 0,05 para
intervalo de confianca de 95%. Precedendo qualgnélise estatistica, foi realizado o teste
de Grubb para detecc¢éo dwmutlier por grupo de variaveis estudadas. Para a analssdatins
foi utilizado oGraphPad Prism 5.0{GraphPad Software, Inc., CA, USA

O coeficiente de correlacéo linear de Pearson gbcado para avaliar a correlacao
entre dois parametros diferentes no mesmo grupaodguas dados apresentavam menos
dispersdao em torno da reta (homocedasticidadedi@emjgue se mostravam hererocedasticos

foi utilizado o coeficiente de correlacao linearSfearman.
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5. RESULTADOS

Todos os resultados obtidos sobre perfil lipidicazdes lipidica, PON 1 e
incorporacao de fosfolipides na HDL dos pacientasHb, foram resumidos e organizados
em forma de um Unico artigo intituladdéemodialysis alters lipid parameters, paraoxonase
activity in vitro incorporation of phospholipidO referido trabalho foi submetido para
publicacdo ndournal Clinical Chemistrye no momento estamos aguardando um retorno dos

revisores da revista.
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ABSTRACT

BACKGROUND: End stage renal disease (ESRD) is associated dyistipidemia and
premature atherosclerosis. The study evaluateseffieet of hemodialysis (HD) on HDL
remodeling between pre- and post-HD.

DESIGN AND METHODS: 50 ESRD male patients, undergoing HD at Ana Nespital,
Brazil, by 03 months, with low-flow polysulfone daing-membrane, bicarbonate and
unfractionated-heparin. Phospholipid-incorporativas determined by PfC scintillation-
counting in serum HDL fraction, expressed as %“@ImL/hour. PON 1-activity was
measured using Tris-HCI buffer containing paraoxar 7pL of serum. Cardiovascular risk
ratios and atherogenic index of plasma (AIP) weaileuwated.

RESULTS: Total cholesterol, HDL-C and non-HDL-C increasedpost-HD on all age
groups, but without triglycerides (TG) changes. HIBL-C decreased in 30-39 and 40-49 in
post-HD (p<0.05). LDL-C/apoB increased in > 60 aftéD (p < 0.05). HDL-C/apo Al
increased in 40-49 (p<0.05) and >60 (p<0.01). Oa odther hand, non-HDL-C/HDL-C
reduced in 40-49 and >60 in post-HD (p<0.05). Theradation between % PfC-
incorporation and non-HDL-C/HDL-C was negative iQ-3, both in pre-HD (r=-0.90;
p=0.002) and post-HD (r=-0.78; p=0.022). Correlatibetween PON-1 and % BC-
incorporation was positive in >60, both in pre-Q83; p=0.029) and post-HD (r=0.65;
p=0.022). PON-1 activity increased in pre- (59+380) post-HD (73£38) in 50-59 (p<0.05).
The % PLE“C-incorporation reduced in > 60 years (p<0.05) whempared pre- and post-
HD.

CONCLUSIONS: In the evaluated casuistic, ESRD patients undeggdiD showed
important changes in lipid profile, PON-1 activigardiac risk ratios and HDL remodeling.
These results demonstrate the influence of HDmd etabolism of ESRD patients.

Keywords: hemodialysis, dyslipidemia, cardiovascular riskitices, PLTP and PON-1.
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1. Introduction

Cardiovascular disease is the major cause deathdrnstage renal disease (ESRD) patients,
undergoing renal replacement therapy, such hemikalHD) [1, 2]. These individuals show
various metabolic abnormalities that contributedewvelopment of advanced atherosclerosis
[3]. Besides traditional atherogenic risk factdesy biomarkers have been postulated to be
relevant cardiovascular risk markers in ESRD, idtlg aspects of malnutrition, anemia,
hypoalbuminemia, elevated fibrinogen levels, oxidastress and inflammation [4].

Uremic dyslipidemia is a common complication inigats with chronic kidney disease,
which may persist or worsen during renal replacdntieerapy [5]. Especially in HD, lipid
metabolism disturbances are characterized by redlesels of HDL-C, apolipoprotein Al
(apoAl) and hypertriglyceridemia [6]. Some studie@ve shown that factors inherent to
dialysis technique may alter lipid profile, for ewple, the type of dialyzer membrane
(cellulose-triacetate or polysulfone) [7] and thipet of dialyzer buffer (bicarbonate-based or
acetate) [8, 9].

High density lipoprotein (HDL) acts in reverse agikrol transport, but to perform its
atheroprotective functions, HDL needs to maintatiabiiity (structure and composition).
There are some key enzymes that participate in HiDH triglyceride-rich lipoproteins
metabolism, such as cholesterol esters transfeeiprdCETP) and phospholipid transfer
protein (PLTP) [10]. The role of PLTP in HDL remdidg is influenced by particle protein
composition and triglycerides concentration [1Xdnf experimental trials have demonstrated
the PLTP pro-atherogenic role [12, 13], and in hosnaPLTP is associated with
cardiovascular complications [14]. HDL exerts npl#i atheroprotective functions, among
them antioxidant activity, mainly performed by paxanase (PON-1), by hydrolysis of
phospholipids and cholesterol ester hydroperoxj@ids Patients with ESRD, shows PON-1

reduced activity [16].
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By the fact that patients maintained on HD havenlegosed to many heterogeneous factors
that result in quantitative and qualitative lipidn@rmalities, the aim of this study was to
investigate possible changes in lipid profile, oavdscular risk indices and enzymes
associated with HDL in patients on HD.

2. Materials and methods

2.1 Subjects

A transversal study was conducted with 50 ESRD rpakients, selected by convenience,
undergoing HD at Ana Neri Hospital in Salvador, BkaAll individuals were on HD for at
least 03 months, into a protocol of three sessan3-4 hours per week, with a synthetic
dialyzing membrane (polysulfone) of low flow, bagl@lyzing solution (bicarbonate) and
heparin unfractionated (Hemofol ®). The causes @RE in these patients were:
hypertension (n = 9), diabetic nephropathy (n = H)Y nephropathy (n = 1), chronic
pyelonephritis (n = 1), polycystic kidney disease=1) and unknown (n = 30). Patient’s
clinical characteristics are shown in Table 1. Stpdrticipants were stratified by age as 30-
39 (n = 10), 40-49 (n = 14), 50-59 (n = 11) andO>y6éars (n = 15), according to V Brazilian
Guidelines of Dyslipidemia and Atherosclerosis Rraion criteria [17]. The study was
approved by the research ethic committee from Eddériversity of Bahia, Brazil.

2.2 Laboratory methods

Laboratory tests were performed on serum samplentap before and after the dialysis
session. Concentrations of total cholesterol (TM)L-C, HDL-C, triglycerides (TG), total
protein and albumin were determined by enzymatithods (endpoint and kinetic reactions).
Determinations of LDL-C were performed by homogemsedirect method (LDL-C direct
BioSystems ®, Spain). Two equipments were usederai-automated StarDust MC15

(Diasys, Germany) and automated LabMax 240 Clini€aémistry Analyzer (LABTEST,
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Brazil). Concentrations of apoAl and apo B wereed®eined by immunonephelometry
through a full automated analyzer, IMMAGE ® (Becki@aulter, USA).

2.3 Incorporation of phospholipid in HDL

Incorporation of phospholipids was determined kgtdtation-counting of carbori? labeled-
phospholipids (P¥C) in HDL recovered fraction. The PL-incorporationethod was
developed from exogenous substrate method [18].eBoh sample, 1.0 (one) microliter of
PLYC (0,4.Ci/mL) were added to 500 microliters of serum, lbgenized by vortexing, and
immediately placed into an ice bath (0 — 4°C) fae dour, to establish a balance between
endogenous (PL) and addedf&. After that time, samples were incubated for boar at
37°C under constant agitation. Afterwards sampleewooled in an ice bath to halt reaction.
So, 250 microliters of labeled serum were separfiietdackground reading. In another 250
microliters of labeled samples, were added 250gtiiers of precipitating reagent previously
prepared with 0.2% dextran-sulfate and 3.0 MolarQl2g v/v to precipitate lipoproteins
containing apoB. Subsequently samples were cegadfwnder refrigeration for 10 minutes at
3000 rpm and supernatant containing HDL was separtdr radioactivity determination.
Hidex Chamaleon, a liquid scintillation multilabaétection platform (Turku, Finland) was
used to counting detection. To evaluate repeatal@hd avoid light scattered interferences,
samples were shared into five aliquots and pipettedinterspersed 96 wells ELISA plates.
In each well were added aliquots of serum and iflatndn solution, Ultima Gold (High flash-
point LSC-cocktail for aqueous and non-aqueous t&snp PerkinElmer, Inc., Waltham,
USA), 50 and 250 microliters, respectively. HDL Ricorporation was expressed as
percentage of PC/counts-per-minute/hour.

2.4 PON-1 activity

Paraoxonase activity was measured according ta 8eat [19]. 140 pL of 0.1 M Tris-HCI,

pH 8.5, containing Cagl2 mmol/L, and paraoxon, 1.1 mmoL/L, (Sigma Chem(al) and
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7uL of serum were used. Samples were distributetlplicate into a 96 well plate. Readings
were done at 405nm and 37 °C, with a MicroplatedeeéBenchmark, Bio-Rad). For activity
calculation, six readings were made at intervalsra minute each, and results were obtained
by multiplying average variation of absorbancedact

2.5 Bioindices

The following lipid parameters were calculated: #DL-C (=TC-HDL-C), TG/HDL-C,
apoB/apoAl, TC/HDL-C, LDL-C/HDL-C, HDL-C/apoAl, LDtC/apoB, non-HDL-C/HDL-C
and atherogenic index of plasma (AIP) = log (TG/HD). As TG/HDL-C did not obtain a
normal distribution, for all subgroups was used lttgg (TG/HDL-C) to confirm the results.
For AIP, patients were classified according to ¢htisk categories conventionally used < 0,11
(low), 0,11 to 0,21 (intermediate) and > 0,21 (hiff0].

2.6 Statistical analysis

A descriptive analysis was performed to obtain samymmeasures, and normality test
(Pearson Omnibus D' Agostotino) was used to aadatssdistribution. To data with normal
distribution were used parametric tests, but ifaddesn’t attain normal distribution, non-
parametric tests were used. To inferential ana)yd®s were considered significant when p <
0.05 for a confidence interval of 95%. Preceding atatistical analysis, Grubb test was
performed to outlier detection. Data analyses wasdacted at GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, Inc., CA, USA).

The Pearson’s linear correlation coefficient wapligd to assess the correlation between two
different parameters in the same group when datavsHess dispersion around the line
(homoscedasticity) and for those that showed het¢eiasticity was used Spearman’s linear

correlation coefficient.
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3. Results

Our data showed significant increases on TC, HD&an@ non-HDL-C level in all age groups
after HD. No significant differences were obsereedTG levels when compared to pre- and
post-HD (table 1).

Apo Al was increased after HD in the age group838@p <0.05), 40-49 (p <0.05) and 50-59
years (p <0.01). Apo B was also increased in 4@p420.01), 50-59 (p <0.001) and > 60
years (p < 0.05), after HD. However apo B/apo Alorahows no significant difference
between tested groups. TG/HDL-C was reduced ingigaps 30-39 and 40-49 years (p
<0.05), when compared pre- and post-HD. Similaultesvere obtained for AIP. The LDL-
Cl/apoB ratio increases in age groups > 60 year®d(@5). The cholesterol quantity per HDL
particle, estimated by HDL-C/apo Al index, was gesed in age groups 40-49 (p <0.05) and
> 60 years (p <0.01). The reduction of non-HDL-CIHO ratio was also observed in age
groups 40-49 and > 60 years (p <0.05) (table 2).

There was a negative linear correlation betweeméérporation of PH¥C and non-HDL-
C/HDL-C in age group 30-39 years (pre-, r = -0.80= 0.002, and post-HD, r =-0.78,
p=0.022, Pearson) and a positive correlation betviR@N-1 and % incorporation of P'C in
age group > 60 years (pre-HD, r = 0.63, p = 0.@&8t-HD, r = 0.65, p = 0.022). A positive
correlation between PON-1 and LDL-C/apoB was alsgeoved in age group > 60 years (pre-
, r=0.62, p=0.032, and post-HD, r = 0.75, p.603) (table 3).

Figure 1 shows the paraoxonase activity in diffeeeralyzed age groups. In age group 50-59
years Pre - (59 £+ 30) and Post - HD (73 + 38), eslare shown as mean + standard deviation.
There was increased paraoxonase activity in posijB0.05). In the other groups were no
differences. Was observed a significant reductiovb @hospholipid incorporation in post-HD
(p <0.05) in age group > 60 years, Pre- (12 + 3) post - HD (10 + 3), values are shown as

mean + standard deviation (Fig. 2).



46

3. Discussion

PON-1 activity has been cited as the major antemxidcomponent of HDL [10]. PON-1
activity reduction has been noticed on HD patieaisd can be a contributing factor of
atherosclerosis development [21]. PON-1 is citethdgoresent at various steps of systemic
oxidative stress, both in animal and human mod§ [n this study was a significant PON-1
activity increase (50-59 years, p < 0.05) (Fig.Gugliucci et al. [3] in a similar study also
found a significant PON-1 activity increase (p €@L) in post-HD. However, there was a
negative correlation between PON-1 activity andiseconcentrations of urea and creatinine,
although Gugliucci et al. [3] observed inhibiticgduction of PON-1 activity, when compare
paraoxonase (from fresh control serum) incubatéls BESRD patients ultrafiltrate or control
serum. According Gugliucci and colleagues, theselte suggests other type of mechanism
related to uremic toxins retention that causesitmgairment of HDL PON-1 antioxidant
function [3].

However, these results were confronted by Rajketial. [21] who found reduced PON-1
activity in patients with ESRD. The authors reproell in vitro experiments performed by
Gugliucci et al. [3] to test the hypothesis if ufertoxins possibly influences PON-1 activity
in patients with ESRD, but results showed that leglum concentrations of urea, creatinine
and uric acid as well serum ultrafiltered (consigtof molecules with MW less than 10,000
Da) in patients on HD had no impact on PON-1 afgtiBased on above results, it can be
concluded that molecules retained in hemodialyzatiepts serum that have relative
molecular mass lower than 10.000 Da did not havle-RQ@ctivity inhibitory effect [21].

PON-1 activity can be influenced by environmentattérs and polymorphisms [23, 24]
which could also explain the different results agetudies. In that perspective, the present
study shows that HD can interfere with HDL antieaadl potential, therefore, it seems to

modify PON-1 activity in patients with ESRD on po4D.
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HDL atheroprotective efficiency depends on itsaite and composition maintain. PLTP is
an transfer protein which has a central role in HBketabolism due to its phospholipid
transfer activity among lipoproteins [10]. In ddspof that, some studies suggest that pro-
inflammatory properties of PLTP may be associatétl pro-atherosclerotic events [25, 26].
PON-1 and PLTP are constitutive enzymes/transfeteprs of HDL particle. In the present
study, we found a positive linear correlation beiwePL14C incorporation and PON-1
activity in age group > 60 years (Pre-, r = 0.68, @.029, Pearson) and (post-HD, r = 0.65, p
= 0.022, Pearson), table 4, suggesting that bathoganase activity and HDL phospholipid
transfer protein increases proportionally. PON-&nsenzyme that is linked to HDL apo Al
[3], thereby studying patients undergoing HD, Sthet al. [1] found a positive correlation
between PLTP activity and HDL-C, and Cheung ef{21] observed a positive correlation
between PLTP and apo Al.

Our results show a significant reduction in peragatof PL14C incorporation in post-HD age
groups > 60 years (Fig. 2), indicating reduced PlatRvity. Schilitt et al. [1] observed in a
study with 68 ESRD patients and 68 control that Plakctivity was almost twice of control
group (p <0.001), based on information from presiostudies that describes directly
association between increased PLTP activity anddi@aascular events. The authors
investigate PLTP activity associated with inflamargtmarkers and found a negative linear
correlation between PLTP activity and serum C-iigacprotein (r = -0.057, p = 0.644),
however, no linear correlation between PLTP agtiaihd leukocytes counting were found.
Similar results were obtained by Cheung et al.[@8Jhich authors found no association
between PLTP activity and inflammatory markers,e@etive protein, amyloid A (SAA) and
IL-6 in coronary artery disease (CAD) patientshlPat al. [29] found no significant
difference between PLTP activity and its plasmatiass in patients with ESRD when

compared to control group, and also found no Siganit correlation between PLTP activity
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and inflammatory cytokines (IL-6, IL-8 and TN¥- According to these authors, although
systemic inflammation predominates in patients ma@med on HD, such findings exclude the
relationship between PLTP and inflammatory respam&edividuals with ESRD.

Several studies have reported that apolipoprotmieseffective atherogenic markers. Apo Al
is used as an antiatherogenic and apo B as arogdrec marker, apo B/apo Al ratio reflects
the balance between potentially atherogenic chardelstich apo B-containing particles and
antiatherogenic apo A-l rich particles, which ioposed as an integrated measurement of
cardiac risk related to lipoprotein profile [30,]31

According to Huang et al. [30] patients with CADings statins had apo B/apo Al ratio
positively associated with clinical events, and shene was not observed for LDL-C/HDL-C
index. In the present study, there was an apo Ainseoncentration increase in post-HD with
significant differences among age groups 30-39(®5), 40-49 (p <0.05), and 50-59 years
(p <0.01) Table 3. The serum concentration of apald®d increase in post - HD with a
significant difference among age groups 40-49 (%) 50-59 (p <0.001) and > 60 years (p
<0.05), Table 3. However, we didn’t find apo B/ablbratio significative differences among
all age groups (Table 3). Our study demonstrataisHID elevates serum levels of apo Al and
apo B, however, the increase does not appear rdjesiace when we investigate apo B/apo
Al ratio there was no difference, or better, it eened constant.

The European Cardiology Society clinical guide &imel European Atherosclerosis Society
recommends that non-HDL-C index is the best es@naditrisk when compared to LDL-C,
particularly for hypertriglyceridemic patients wiBSRD [32].

Furthermore, although apo B can be directly measuralculation of non-HDL-C is more
practical, reliable and lower cost, and have beiocepted as a surrogate marker of apo B in
clinical practice [33]. In spite of that, use opitl ratios in hypertriglyceridemia, from

knowledge of a diabetes prospective study carrigdroUK, non-HDL-C/HDL-C ratio is a
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better risk marker than the isolated analysis oF-H®L-C to predict development of CHD in
patients with type 2 diabetes [34]. In another olmBonal study using patients with type 2
diabetes to assess the best lipid parameter asdector of CAD risk in type 2 diabetes, it was
shown that non-HDL-C/HDL-C was the best risk markerCAD when compared to LDL-C,
HDL-C, non-HDL-C [35]. In our study was a signifitaincrease in serum concentration of
non-HDL-C in all age groups in post-HD (Table 2pwver, were also significant increases
of serum HDL-C concentration in all age groups wsteHD (Table 2). The non-HDL-
C/HDL-C index shows significant decrease in ageugso40-49 (p <0.05) and > 60 years in
post-HD (p <0.05) (Table 3). Recently Kimak et[86] demonstrated a HDL-C/non-HDL-C
ratio reduction in patients on HD, when compareddntrol group. Similarly, Cabarkapa et
al. [20] used a group of patients on HD (n = 4@&tients with CKD stage Il, lll and IV (n =
50) and 48 control to assess lipid profile and ibaiees in individuals with CKD. The
authors observed that non-HDL-C/HDL-C ratio wasngigantly higher in HD group (p
<0.05) when compared to the other groups.

In spite of the correlation analysis, a negatinedr correlation was obtained between PL14C
incorporation and non-HDL-C/HDL-C ratio in age gpoB0-39 years (r = -0.0903, p = 0.002,
Pre -, and r = -0.781, p = 0.022, post-HD; Pearstgt is, the higher the PLTP activity
higher the concentration of HDL-C (Table 4) will.b&n in vitro study demonstrates the
involvement of PLTP in HDL remodeling after incuioat of homogeneous and spherical
HDL populations containing apo Al, cholesterol estand triglycerides, with PLTP. The
larger diameter HDL particle’s formation was seeroaty after 3h of experiment [37]. These
results were confirmed by Van Haperen et al.[38rafleveloping a murine model of
transgenic mice (overexpression of human PLTP)fandd that incubation of plasma from
transgenic animals at 37°C showed increased by 2 times prg3-HDL formation when

compared to wild animals. In contrast, transgemmnal’'s plasma levels of HDL-C were
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reduced by 20-30% when compared with wild type midewever, studies with PLTP
knockout mice have shown that enzyme activity dexficy causes reduction in serum
concentration of HDL-C [39, 40]. So far the evidermas shown that changes in serum levels
of PLTP are directly related not only to HDL rembwg, but also to changes in HDL-C
serum levels.

Following metabolic disturbance of lipid metabolismHD patients, the uremic dyslipidemia
is also characterized by predominance of smallidebBL (sdLDL) [41]. Studies have cited
the association of sdLDL with increased risk of wemalial infarction [42, 43]. In our study
was no significant difference in serum levels aglyceride between pre- and post-HD,
however, was observed a significant increase of Db post-HD in all studied age groups,
which led to a reduction of TG/HDL-C ratio in 30-§9<0.05) and 40-49 years (p <0.05) age
groups, table 3.

According to Da Luz et al. [44], TG/HDL-C ratio skifies LDL into two different
phenotypes: if above 3.8, there’s a predominancabDL (79% phenotype B) and if under
that, there’s a phenotype A predominance (81%).[Bgppite reduction of TG/HDL-C ratio
among some post-HD age groups, pre- and post-Hbageeanalysis showed that was no
change in LDL phenotype (sdLDL). Likewise, when used classification proposed by Tani
et al. [46], in which results under 1.2 for the LIQl/apo B ratio (cholesterol concentration per
LDL patrticle) indicates the existence of sdLDL.dar study LDL phenotype was different in
age group > 60 years (pre- 0,9+0,3 and post-HD . +p<0,05). Although significant
differences were observed between pre- and posfdilage group > 60 years, the other
evaluated age groups, by LDL-C/apoB ratio, did sledow LDL phenotype changes. The
Atherogenic Index of Plasma (AIP) has been citexdméy as a risk marker for atherogenic
disease since it indirectly indicates sdLDL in HBtipnts [20, 47, 48]. Our study showed a

significant reduction of AIP in age groups 30-3% &0-49 year (p<0.05). In the latter, it is
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important to point out that, according to classifion proposed by Holmes et al. [49], was a
change from high (pre-, 0.36+0.37) to low risk {pBH®; 0.16+0.39). On the other hand,
Cabarkapa et al. [20] found a significant incre@s@lP for HD patients when compared to
CKD under conservative treatment (p<0.05) and hemltlividuals (p<0.001). The use of
CT/HDL-C and LDL-C/HDL-C indexes are more relialiteg assessing of CVD risk than a
lipid profile comprised of isolated parameters [5Dhere was a reduction in TC/HDL-C ratio
with a significant difference in all age groups post-HD, Table 3. Interestingly, in age
groups 40-49 and > 60 years, patients changed fiigihnto low risk category. According to
Castelli et al. [51] male patients with TC/HDL-Cdex values greater than 5.1 is to be
considered in a high coronary risk classificatiBome authors have questioned the influence
of dialysate buffer on serum levels of HDL-C. Jusigal. [8] found an increase in serum
HDL-C in patients on HD using bicarbonate-dialyshtdfer when compared with acetate
group, which results were confirmed in a similardst [9]. Based on this finding the authors
justified the improvement in "atherogenic index'C{HDL-C) in patients undergoing HD
(bicarbonate) compared to those in HD (acetatereRedata showed that TC/HDL-C is
increased in patients (CKD) held in HD comparetedalthy population [36].

The plasmatic HDL is composed of heterogenousgbarsize lipoprotein populations which
differ by their structures, compositions and biatad) functions. HDL heterogeneity results in
different apolipoprotein and particle lipid contg¢2]. HDL-C/apo Al ratio was increased in
post-HD age groups 40-49 (p <0.05) and > 60 ygarf(01), Table 3. These findings lead to
an improvement of cholesterol load in HDL that nsaggest particle size increases after HD
[53]. Fernandez et al. [54] showed that HDL-C caonicdion was directly correlated to HDL
diameter increases. According to Vekic et al. [E8her lipoprotein diameter subclasses (
HDL2a and HDL2b ) are negatively correlated with[@\by contrast, smaller ones ( HDL3a

, and HDL3b HDL3c ) are positively correlated.
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In conclusion, the study demonstrated that lipidfisr and cardiac risk ratios were altered
during HD. The hemodialysis seems to influenceHDd remodeling by altering the ability
to incorporate phospholipids and reduced PON-1lviagti As we know that uremic
dyslipidemia behave differently from the common sjneew biomarkers to evaluate HDL

remodeling should be used for patients maintaimedesmodialysis.
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Tables

Table 1. Clinicélazacteristics of ESRD patients like age, BMI arthbdialysis treatment duration.

Feature HD Patients (n=50)
Age (years) 57 (32-72)
BMI (Kg/m?) 23.4+3.4
Duration of Hemodialysis treatment (months) 32.2+20

HD: hemodialysis;number; BMI: body mass index. Data are show eamasd and median (range) for age.

Table 2. Serum lipoprotein cht#esl, lipids and proteins from ESRD patients agrigs in pre and post hemodialysis.
Age group 30 - 39 years 40 - 49 years 50 - 59 years

> 6fsyea

Pre-HD Post-HD Pre-HD Post-HD Pre-HD Post-HD P2-H Post-HD
TC (mg/dL) 188 + 42 209+536 156 +34 190 + 40 152 +30 176 + 37 161 + 26 185+
TG (mg/dL) 274 +222 2361243 172 £ 98 158 + 94 0 %785 214 +126 148 + 94 149 £ 112
VLDL-C (mg/dL) 44425 34+15 36 £19 34+18 3441 43 +23 31+18 32+22
LDL-C (mg/dL) 72426 88127 68127 74+39 78128 85128 68+17 88126
HDL-C (mg/dL) 34+14 41 + 19 30+11 42 +£19 37+11 43 £ 1% 34+12 45 + 16
Non-HDL-C (mg/dL) 156+49 179464 126+41 149+48 111+17 130+30 125+33 138+47

Total protein (mg/dL) 7.67+0.7 87+2%5 7.03+05 8.72+18 838x19 9.05+1.3 7.28+0.3 8.2%1

Albumin (mg/dL) 4,44 +0.38 5.01+£0.95 4.28 +0.64 53+1.26 4 +£0.57 45056 4.1+0.35 4.4 +0.49

TC (mg/dL)= Total CholesiefTG (mg/dL)= Triglycerides; VLDL-C (mg/dL)= Veriow Density Lipoprotein Cholesterol; LDL-C (mg/{t Low
Density Lipoprotein Chokestl; HDL-C (mg/dL)= High Density Lipoprotein Chaiterol; Non-HDL-C (mg/dL)= TC-HDL-C.
Data are show as mean #abdes? p < 0.05vs pre HD Pp< 0.0&/s pre HD °p< 0.001vs pre HD.




Table 3. Apolipoproteins and laborgtealculated indices from ESRD patient’s age gsomppre and post hemodialysis.

30 - 39 years 40 - 49 years 50 - 59 years > @fsye

Pre-HD Post-HD Pre-HD Post-HD Pre-HD Post-HD P&-H Post-HD
Apo Al (mg/dL) 146.4+£33.2 165.4+354 141.5+47 161+45% 112.5#27.3  133.1+29%7 151.2+32.7 169.2+47.4
Apo B (mg/dL) 97.6+24 107.3+32.6 78.9+32.5 91.8#39% 76 +20.3 89.6+239  85.6+24.7 93.8+26%7
Apo B/Apo Al 0.7+0.2 0.7+0.2 0.6+0.2 0.6+0.3 780.2 0.7+0.3 0.6+0.3 0.6+0.3
TC/HDL-C 6.4+2.9 5.7+2.9 5.6+2.3 4.9+21 45+1.8 4.5+1.9 5.4+3.5 4.6+2.6
LDL-C/HDL-C 2.3+1.1 2.3x0.8 2.5+1.3 2.2+1.7 2143 2.2+41 22+11 2.2+1
TG/HDL-C 11.3+14.3 8+1139 6.815.4 4.9+39 5.3£3.7 5.844.3 6+8.4 4.2+5.3
AIP 0.5+0.45 0.26+0.45 0.36%0.37 0.16%0.39 0.35+0.25 0.32+0.34 0.22+0.41  0.08+0.38
HDL-C/Apo Al 0.23+0.06  0.26+0.07 0.25+0.1 0.3220 0.31+0.14 0.3+0.09 0.24+0.07  0.28+0.07
LDL-C/Apo B 0.78+0.3 0.93+0.3 1+0.4 1+0.4 1.130 1+0.2 0.9+0.3 1+0%3
Non-HDL-C/HDL-C 4.842.3 4.2+1.9 4.6+2.3 4.1%2 3.4+0.8 3.4+1.3 3.5+1.7 2925

Apo Al (mg/dL)= Apolipoproteil; Apo B (mg/dL)= Apolipoprotein B; AIP = log (TGIDL-C).
Data are mean + sd val@@s< 0.05 vs pre HD’p< 0.01vs pre HDSp< 0.001 vs pre HD.



Table 4. PL14C and PON-1 linezorrelation coefficient from ESRD patients age goinpre and
post hemodialysis.

PLYC Non-HDL-C/HDL-C
30 - 39 years 40 - 49 years 50 - 59 years > 6fsyea
Pre-HD Post-HD Pre-HD Post-HD Pre-HD Post-HD  P®-HPost-HD
r -0.90 -0.78 -0.07 -0.35 -0.57 -0.03 0.01 -0.04
p 0.002 0.022 NS NS NS NS NS NS
PON-1 PLYC
30 - 39 years 40 - 49 years 50 - 59 years > 6(syear
Pre-HD Post-HD Pre-HD Post-HD Pre-HD Post-HD  Pre-HPost-HD
r -0.36 0.29 0.13 -0.11 0.17 0.37 0.63 0.65
p NS NS NS NS NS NS 0.029 0.02Z2

PLC= % PL incorporation/mL/hours; PON-1= Paraoxoresity.
< 0.05vs pre HD ®p< 0.0&s pre HD

59
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6. DISCUSSAO

Pacientes em hemodialise possuem alto risco déenpor DCV, pelo fato destes
individuos desenvolverem aterosclerose de formaopee que se agrava na presenca de
distarbios do metabolismo das lipoproteinas.

Em nosso trabalho houve elevacdo significativa @b nos quatro subgrupos
estudados apos a HD e nao houve diferenca sigificaos niveis séricos do TG quando
comparados o pré-HD e p6s-HD, entretanto Guglietal. (2007) ndo verificou diferenca
significativa nos niveis séricos de CT e TG entéde pds-HD. Assim como Montazerifar
et al. (2010) que investigaram a possivel interferéneidd® no perfil lipidico e em niveis
séricos de antioxidantes (vitamina A, C e E) també&o encontraram diferencas
significativas nos niveis séricos de CT e TG eatmé-HD e pés-HD. Cumpre ressaltar que
ambos os estudos realizados por Gugliwtcal. (2007) e Montazerifaet al. (2010), néo
demonstraram em suas metodologias se 0s pacietéeam em jejum antes e depois da HD,
o que dificulta a comparacéao entre os achados.

Uma das razbes para o “papel” antioxidante da Hbla atividade da PON-1
(CACCIAGIU et al, 2012). A reducéo da atividade desta enzima tem abservada nos
pacientes em HD e pode ser um dos fatores queilnanpara o desenvolvimento da
aterosclerose (SAEERt al, 2008; RAJKOVICet al, 2010; KENNEDY et al, 2013). A
PON-1 esta bastante envolvida em diversos procegssigess oxidativo sistémico observado
tanto em modelo animal como em humanos (KENNE&Yal, 2013). No nosso estudo
houve aumento significativo da atividade da PONsQ-F9 anos; p<0,05), este resultado
corrobora 0 achado de Gugliuetial. (2007) que em experimento realizado com 22 pagsent
com DREF comparou a atividade da PON-1 no periado eppdés-HD e verificaram o
aumento significativo (p<0,001) da atividade destaima no pds-HD, neste mesmo estudo
0S autores observaram inibicdo/reducdo da atividdalePON-1, quando compararam a
atividade da paraoxonase (proveniente de plasm&ot®nfresco) com a incubacédo de
ultrafiltrados plasmaticos de pacientes ESRD ow sig individuos controle. Conforme
Gugliucci e colaboradores, estes resultados sugememsenca de um mecanismo relacionado
a retencdo de toxinas urémicas que causa altefesd@ldgica na funcdo antioxidante da
HDL, mediada pela PON-1.

Todavia, estes resultados foram confrontados pjkoRR& et al. (2010) que encontrou
reducdo da atividade da PON-1 em pacientes com DiRiaRdo comparado com 0 grupo
controle (pacientes saudaveis), os autores repiaduns experimentds vitro de Gugliucci
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et al (2007) para testar a hipétese da possivel inflaédas toxinas urémicas sobre a
atividade da PON-1 no subgrupo de pacientes com FDREontudo os resultados
demonstraram que as altas concentracdes no souoeide creatinina e acido Urico assim
como o ultrafiltrado do soro dos pacientes em Hbngtituido de moléculas com massa
molecular relativa menor que 10.000 Da) nao tivenawpacto sobre a atividade da PON-1.
Com base nesses resultados, pode-se descartantpmilas retidas no soro de pacientes em
HD que tem massa molecular relativa inferior a @0.Da ndo possuam efeito inibitorio sobre
a atividade desta enzima (RAJKOVéEal, 2010).

A atividade da PON-1 pode ser influenciada pormoreg ambientais e
polimorfismos (CAMPSet al, 2012; GUGLIUCCIlet al, 2012) o que poderia também
justificar a diversidade entre os resultados déeretites estudos. Neste contexto, o presente
trabalho demonstrou que a HD pode interferir n@pacial antioxidante da HDL, pois, parece
modificar a atividade da PON-1 em pacientes com BRE

A eficiéncia da funcao ateroprotetora da HDL dejgetia manutencdo de sua estrutura
e composicdo. A PLTP € uma das enzimas que poapal pentral no metabolismo da HDL,
devido a sua atividade de transferéncia fosfolgaidintre as lipoproteinas, contribuindo para
0 seus remodelamentos (SCHLIET al, 2007; CACCIAGIUet al, 2012; ROBINSet al,
2013). Ainda neste aspecto, alguns estudos suggreras propriedades pro-inflamatorias da
PLTP podem estar associadas aos eventos pro-dteddisos (YAN et al, 2004; SCHLITT
et al, 2005). A PON-1 e a PLTP sdo enzimas associad#3la em nosso trabalho houve
correlagéo positiva entre a incorporacéo de'felLe atividade da PON-1, no subgrupo > 60
anos, (Pré-HD, r = 0,63, p = 0,029) e (P6s-HD, 0,65, p = 0,022), sugerindo que existe
aumento proporcional de atividade da paraoxonadae teansferéncia de fosfolipidios para a
HDL. A PON-1 é uma enzima que se encontra ligada@ Al nesta lipoproteina (A.
GUGLIUCCI et al, 2007), desse modo, em estudo com pacientes ens¢tlift et al. (2007)
encontrou correlagdo positiva entre a atividad®d&P e o HDL-C, assim como Cheuey
al. (1999) observaram correlacdo positiva entre P& BP0 Al.

Nossos resultados demonstraram que houve redigy@ibicativa na porcentagem de
incorporacdo de PEC (subgrupo na faixa etaria > 60 anos) no peri@geHD, o que indica
reducdo da atividade da PLTP nesta populacdo.tSehikal (2007) observaram em estudo
com 68 pacientes com DREF e 68 pacientes cont(digss saudaveis) que a atividade da
PLTP foi quase duas vezes maior que no subgruptrot®n(p<0,001), com base nas
informacdes de estudos anteriores que descreveemsogiacdo do aumento da atividade da

PLTP em eventos cardiovasculares, os autores igaesmin a atividade da PLTP associada a
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marcadores inflamatérios e verificaram a presergacalrelacdo linear negativa entre a
atividade da PLTP e proteina C reativa séricas-(t,857, p = 0,644), além disso, ndo houve
correlacéo linear entre atividade da PLTP e comtage leucécitos. Paldt al. (2009) néo
encontraram diferenca significativa entre a atid@lae massa plasmatica da PLTP em
pacientes com DREF quando comparado com o gruptrot®r(saudaveis), assim como
também n&o observaram correlacdo significativaeeatatividade da PLTP e citocinas pro
inflamatorias (IL-6, IL-8 e TNFx). De acordo com estes autores tais achados desem s
considerados para avaliacdo da PLTP como medialboraetabolismo da HDL e de outras
lipoproteinas na DREF.

Diversos estudos tem descrito que as apolipomagesdo marcadores aterogénicos
efetivos. A apo Al é utilizada como indicador atdgragénico e a apo B como marcador
aterogénico, a razdo apo B/apo Al reflete o equulitentre particulas de colesterol
potencialmente aterogénicas ricas em apo B e #sylas de colesterol antiaterogénicas ricas
em apo Al, o qual é proposto como um sistema iatkgrde medi¢cdo do risco cardiaco
(WALLDIUS et al, 2004; FORTI & DIAMENT, 2007; KIRMIZISet al, 2007; HUANGet
al., 2013). De acordo com Huaegal. (2013) pacientes com doenca arterial coronariasm
de estatina tiveram a razdo apo B/apo Al positivaeassociada a eventos clinicos, 0 mesmo
nao foi observado para o indice LDL-C/HDL-C. Em suss resultados houve aumento na
concentracdo sérica de apo Al no subgrupo pés-HB diferenca significativa nos
subgrupos (30-39 anos; p<0,05), (40-49 anos; p¥00%H0-59 anos; p<0,01). Também
houve aumento na concentracéo sérica da apo Bsneb com diferenca significativa nos
subgrupos (40-49 anos; p<0,01), (50-59 anos; p4),60(60 > anos; p<0,05). Entretanto,
com relacdo a razdo apo B/apo Al ndo houve diferasignificativa em todos os subgrupos
estudados. Nossos resultados demonstraram queeded® 0s niveis séricos da apo Al e apo
B, porém, esse aumento parece nao ter relevaacgug quando investigada a relacédo apo
B/apo Al ndo houve diferenca significativa, ou seja manteve constante nos subgrupos
estudados. O guia clinico da Sociedade Europei@atdiologia e Sociedade Europeia de
Aterosclerose recomenda que o indice ndo HDL-C & nm@lhor estimativa de risco quando
comparado com o LDL-C, em especial, para pacieruas hipertrigliceridemia associada a
DRC (REINERet al, 2011). Além disso, apesar de a apo B poder sdidmeliretamente, o
calculo do ndo HDL-C é mais pratico, confidvel (paer utilizado no desjejum) e de menor
custo, sendo aceito como um marcador substitutapdaB na pratica clinic@PETERS,
2008). Neste contexto, com relacdo ao uso das sdgiidicas na hipertrigliceridemia, um

estudo prospectivo sobre diabetes no Reino Unidedstrou que a razéo nao-HDL-C/HDL-
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C é melhor marcador de risco do que a analise daotio ndo HDL-C para prever o
desenvolvimento de DAC em pacientes com diabepes 2i (HOLMAN et al, 2005). Em
outro estudo observacional utilizando pacientes dubetes tipo 2 para avaliar o melhor
parametro lipidico como preditor do risco de destnmento de DAC em diabetes tipo 2,
demonstrou-se que a relagdo nao-HDL-C/HDL-C foimemarcador de risco para DAC do
que LDL-C, HDL-C e nao-HDL-C (ELIASSOMt al, 2011). No presente trabalho houve
aumento na concentracao sérica do nao-HDL-C enstodsubgrupos estudados (pos-HD)
com diferenca significativa. Entretanto, também goelevacdo da concentracdo sérica do
HDL-C em todos os subgrupos observados (p6s-HD) dderenca significativa, o que
motivou a andlise da relagdo ndo-HDL-C/HDL-C vedfido-se que houve reducdo desse
indice com diferenca significativa nos subgrupds49 anos; p<0,05) e (> 60 anos; p<0,05)
pos-HD. Kimaket al. (2011) demonstrou reducéo no indice de risco HOLR&o HDL-C de
pacientes em HD quando comparado com o grupo denfditos saudaveis). De modo
similar, Cabarkapat al. (2012) para avaliar o perfil lipidico e bioindica® individuos com
DRC, utilizou um grupo de pacientes em HD (n=4@kipntes com DRC grau I, lll e IV
(n=50) e 48 pacientes controle (ditos saudaves)awiores observaram que a razdo nao-
HDL-C/HDL-C foi significativamente maior no grupolCH(p<0,05) quando comparado aos
demais grupos.

Ainda sobre as andlises de correlacdo, obteveselacdo linear negativa entre a
incorporacdo de PEC e a raz&o ndo-HDL-C/HDL-C, no subgrupo 30-39 afros -0,0903,
p = 0,002, Pré-HD; r = -0,781, p= 0,022, Pés-HDarBen), ou seja, quanto maior a atividade
da PLTP maior a concentracdo do HDL-C. Estidwitro demonstrou a participacéo da
PLTP no remodelamento da HDL, ap0s a incubacampelacées homogéneas e esféricas da
HDL, que continham apo Al, ésteres de colestertdighicérides, com PLTP, os autores
observaram apos 3h a formacgéo de particulas deddimaior diametro (SETTASATIAN
et al, 2001). Resultados similares foram obtidos por \Haperenet al. (2000) apds
desenvolver modelo murino de camundongos transggstiperexpressao da PLTP humana)
e verificaram que a incubacéo do plasma dos anitreisgénicos a 37°C revelaram aumento
de 2 a 3 vezes a formacao de pDL quando comparado com 0s animais selvagens, em
contrapartida, os animais transgénicos reduzirar@@m30% o0s niveis plasmaticos de HDL-
C quando comparado com o grupo controle (camundosgtvagens). Em contrapartida,
estudos com camundongos knockout para PLTP tém rdgrado que a deficiéncia desta
enzima provoca reducao sérica do HDL-C (YAZDANY A&Ral, 2011; DULLAART et al,
2013). Até aqui as evidéncias tém demonstrado tesedes nos niveis séricos da PLTP
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estdo diretamente relacionadas, ndo somente acdetammento da HDL, mas também as
alteracdes dos niveis séricos do colesterol dipstarbteina.

A dislipidemia urémica também é caracterizada petalominéancia de particulas de
LDL pequenas e densas (VAZIRI, 2006; TSIMIHODIM@S$al, 2011) e diversos estudos
tem citado a associacdo desta lipoproteina comneertw do risco de infarto agudo do
miocéardio (KOBAet al, 2003; RIZZOet al, 2003; TSUNODAet al, 2004; EMADZADEH
et al, 2013). No presente trabalho ndo houve difereigafisativa nos niveis séricos dos
triglicérides entre o pré e pdés-HD, entretantoMecaumento significativo do HDL-C no pos-
HD em todos os subgrupos estudados o que levoudwgde da razdo TG/HDL-C nos
subgrupos (30-39 anos; p<0,05) e (40-49 anos; px0bnforme Da Luzt al. (2008) este
indice classifica a LDL em dois distintos fenoétipamlores acima de 3,8 representam
predominio de LDL pequena e densa (79% de fendpe valores menores apontam
predominio do fendtipo A (81%) (RIZZO et al.,, 2003)pesar da razdo TG/HDL-C ter
diminuido significativamente no pés-HD em algunbgupos, a analise das médias do pré e
pos-HD demonstrou que para esta classificacdo n@wehmudanca no fendtipo da LDL
(pequena e densa). Da mesma maneira, ao utilizaarnlassificacdo proposta por Tatial.
(2011), na qual valores menores ou iguais que atd p razdo LDL-C/apo B (indice que
estima a concentracdo de colesterol por particald @L) indicam a presenca de LDL
pequena e densa, concluimos que também ndo howliicagho no fendtipo da LDL para o
subgrupo > 60 anos (pré-HD 0,9%0,3; pos-HD 1,0+@80,05). Embora tenham sido
observadas diferencas significativas entre préosHD para alguns subgrupos utilizando
ambas as classificacdes, ndo houve alteracdo raigenpredominante presente (LDL
peguena e densa).

O indice aterogénico plasmatico (IAP) vem aparégceam recentes publicacdes como
marcador de risco para doenca aterogénica poretadiente indicar a presenca de LDL
pequena e densa em pacientes mantidos em HD (CAB/RRKet al., 2012; ERDUR et al.,
2013; YILDIZ et al., 2013). Em nosso estudo, houeeucdo do IAP com diferenca
significativa no pés-HD nos subgrupos 30-39 and8-d9 anos (p<0,05, para ambos). Neste
altimo subgrupo é importante destacar que, a luelaksificacdo de HOLMES et al. (2008),
houve mudanca da classe de alto risco (pré-HD;+0,38) para risco intermediario (p6s-HD;
0,16+0,39). No entanto, Cabarkapt al. (2012) encontraram aumento significativo desse
indice (IAP) nos pacientes em HD com relacdo agograom DRC em tratamento

conservador (p<0,05) e individuos saudaveis (p<40),00
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Estudos tém demonstrado que os indices CT/HDL-CDE-C/HDL-C sao mais
confiaveis para avaliar o risco de DCV do que dilpkpidico composto de parametros
isolados (KINOSIAN et al., 1994; YANG et al., 201Houve reducéo na relagcdo CT/HDL-C
com diferenca significativa em todos os subgruppgds-HD. E interessante notar que nos
subgrupos (40-49 anos) e (>60 anos) os paciemelsisive, mudaram de categoria de alto
para baixo risco, conforme Caste#it al. (1983) para esta razdo valores acima de 5,1
considera-se risco coronariano (sexo masculin@urg autores tem questionado a influéncia
do tampao dialisato nos niveis séricos do HDL-C plasentes em HD, Jungt al. (1995)
encontrou aumento sérico do HDL-C no grupo de pgéeseem HD com tampao dialisato
composto de bicarbonato quando comparado com oogagptato, resultados que foram
confirmados em estudo similar Abo-Zenathal. (2007) com base neste achado os autores
justificaram a melhora no “indice aterogénico” (BDL-C) dos pacientes submetidos a HD
(bicarbonato) em comparacdo aqueles em HD (acetllo) entanto, diversos autores
mostraram que a relagdo CT/HDL-C encontra-se awadanos pacientes (DRC) mantidos
em HD em comparacdo a populacdo saudavel (ELMACHTANRISSI et al, 2011;
KIMAK et al, 2011; ROEHR®t al, 2011).

A HDL plasmatica se apresenta em diferentes subdpgfes que se diferenciam por
suas estruturas, composicdes e funcdes bioldgisaa, heterogeneidade resulta em diferentes
contetdos de apolipoproteina e lipidios nesta quéati(CAMONT et al, 2011). A razao
HDL-C/apo Al foi aumentada no pos-HD dos subgrupt®49 anos, p<0,05 e >60 anos,
p<0,01). Estes achados resultam em maior cargaldsterol na HDL o que pode sugerir
aumento no tamanho desta particula ap6s a HD (ABBASRI, 2013a). Fernandezt al.
(2010) demonstrou que a elevagao do HDL-C foi dimeinte correlacionado ao aumento do
diametro da HDL e, de acordo com Vekital. (2007) as subclasses com maior diametro
(HDL:a e HDL:b) desta lipoproteina s&o negativamente correladiasma DCV, em contraste,
as menores (HDJa, HDLsb and HDIsc) sé&o positivamente correlacionadas a eventos
cardiovasculares, o que denota possivel influéhzisubtipo da HDL no risco cardiaco.
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7. CONCLUSOES

. Houve elevacdo no nivel sérico da PON-1 no pos-t#H3ta forma, a hemodidlise
pode interferir na estrutura da HDL podendo ocasiaiteracées no seu metabolismo.

. A correlagdo positiva entre a incorporacdo de!#lLe atividade da PON-1, pode
sugerir que a atividade da paraoxonase € diretemprdporcional a transferéncia de
fosfolipidios para a HDL.

. Foi observada reducao significativa na porcentagenmcorporacéo de P¥*C, o que
pode indicar reducdo da atividade da PLTP no p6s-HD

. Houve elevacdo dos niveis séricos da apo Al e apo Bos-HD, no entanto néo foi
encontrada diferenca significativa na relacdo apap® Al, ou seja, a elevagdo desses
parametros foi proporcional.

. O indice ndo-HDL-C/HDL-C foi reduzido com diferenginificativa no pos-HD. A
avaliacdo desta razdo de risco, principalmente m® tratar de pacientes
hipertrigliceridémicos, demonstra reducao do riS& no pos-HD.

. Apesar de ndo haver alteracdo na aterogenicidaa para as razées (TG/HDL-C e
LDL-C/apo B), a reducdo do IAP mostrou possivelugé na exposicdo do endotélio
vascular a LDL pequena e densa no pés-HD.

. A razédo HDL-C/apo Al revelou melhora no transpodeerso em funcdo da maior

guantidade de colesterol carreada por particutdlle no pés-HD.
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APENDICES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E PRE-ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA O U RESPONSAVEL
LEGAL

1. NOME DO PACIENTE
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ......cccvvvivveermeenneennne SEXO: (X)M()F
DATA DE NASCIMENTO: .....[.....[.....

2. RESPONSAVEL LEGAL:
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador
2] (0 TSR
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO°: .....coooiiiiiiiiiis e SEXO: (X)M ()
F

DATA DE NASCIMENTO: .....[....[.....
Il. DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

EFEITO DA HEMODIALISE NO REMODELAMENTO DE PARTICULS DE
HDL: ATIVIDADE DA PARAOXONASE/ARIL-ESTERASE E PLTPCOMO
MEDIDAS DE PROTECAO E RISCO CARDIOVASCULAR

PESQUISADOR: PROF. DR. RICARDO DAVID COUTO (Coordeior)
CARGO/FUNCAO: PROFESSOR ADJUNTO IV DO DEPARTAMENTDE
ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS DA FACULDADE DE RRMACIA
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL DE FARMACIA — BA N° 288

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
( )SEMRISCO ( ) RISCO MINmM ( )RISCOMEDIO
( ) RISCO BAIXO ( ) RISCO MAIOR
Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PA CIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. Justificativa — os achados desse estudo podem influenciar Ereginte na prevencao ou
instituicdo do melhor protocolo terapéutico padaséipidemia urémica.

2. Objetivos da pesquisa- Avaliar o efeito da hemodialise no remodelameatggarticulas
de HDL através da incorporac&ovitro de fosfolipidios entre as lipoproteinas plasmaticas
utilizando métodos quimioluminescentes e radioiotis, seguido dos fatores que podem
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influenciar este fenbmeno, como a atividade da PIHIPL), da paraoxonase (PON1),
tamanho estimado das particulas de HDL, e a pgeatjéio da capacidade oxidativa total como
medidas de protecéo e risco cardiovascular.

3. Protocolo experimental- Serdo utilizadas as amostras por conveniéncigepientes do
laboratério de analises clinicas do hospital Ana Nae forem destinadas a descarte por este
servico.

4. Avaliacdo do grau de risco— Todos os procedimentos ndo acarretardo riscos de
contaminagdo para os participantes, nem qualqueedeg problema para sua saude.

5. Beneficios— A pesquisa proporcionard avangcos na area castiola, prevencao de
doencas cardiovasculares através da identificagimpe dos fatores e marcadores de risco.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS
DO SUJEITO DA PESQUISA:

1. Acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobresgiiroentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para diriminaas ddvidasSim

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquanento e de deixar de participar
do estudo, sem que isto traga prejuizo a contideidia assisténci&im

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privadedSim

V. INFORMACOES DE NOME E TELEFONES DO RESPONSAVEL PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Prof. Ricardo David Couto

Orientador - Contatos: Tel.xx71-3283-6952/8093/8@R&. xx71-9963-8131

Franciane Santos Marques

Doutoranda - Contatos: Tel.xx71-9189-3088

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
Declaro que, apdés convenientemente esclarecidopasiguisador e ter entendido o que me
foi explicado, consinto em participar do presemntadtolo de Pesquisa.

Salvador / /
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Assinatura do sujeito ou responsavel:

INSTRUQC)ES PARA PREENCHIMENTO

(Resolucédo Conselho Nacional de Saude 196, detLBroul996)

1. Este termo contera o registro das informacdesagpesquisador fornecerd ao sujeito da
pesquisa, em linguagem clara e acessivel, evitaadamcabulos técnicos ndo compativeis
com o grau de conhecimento do interlocutor.

2. A avaliacdo do grau de risco deve ser minuciesando em conta qualquer possibilidade
de intervencao e de dano a integridade fisica giteula pesquisa.

3. O formulario podera ser preenchido em letra atend legivel, datilografia ou meios
eletronicos.

4. Este termo devera ser elaborado em duas v@asdio uma via em poder do paciente ou
seu representante legal e outra devera ser juatageontuario de pesquisa do paciente.

5. A via do Termo de Consentimento Pés-Informagéimmetida a analise da Comissdo de
Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa — CERraleser idéntica aquela que sera
fornecida ao sujeito da pesquisa.



