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RESUMO

Doengas cardiovasculares (DCV) sao as principais causas de morbidade e mortalidade do
ocidente, aparecendo como causa mais frequente de oObitos nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Alteragdes no metabolismo das lipoproteinas estdo diretamente relacionadas
ao aumento do risco de DCV. Objetivos: Avaliar o remodelamento da particula HDL
determinando a capacidade de incorporacdo de fosfolipideos na HDL, a atividade da
paraoxonase/aril-esterase (PON), dentre outros marcadores plasmaticos relacionados ao
metabolismo da HDL, além da influéncia da hipertrigliceridemia neste processo. Casuistica e
Métodos: Estudo de corte transversal, com amostragem por conveniéncia. Foram avaliados
ambulatorialmente 66 individuos do sexo masculino, idade entre 32 e 75 anos (média: 51,1),
distribuidos em dois grupos, nao-hipertrigliceridémicos (NHipTRI) e hipertrigliceridémicos
(HipTRI), estes ultimos estratificados em dois niveis, HipTRI HDL-C=40 e HipTRI HDL-C<40.
Foram realizados testes estatisticos paramétricos e nao-paramétricos, utilizando o software
GraphPad Prism 5.01 (USA), e as diferengas foram consideradas significantes quando p<0,05
para intervalo de confiangca de 95%. Resultados: Ndo foram observadas diferengas nas
prevaléncias dos fatores de risco para DCV, como sedentarismo, etilismo, hipertensao, diabetes
e tabagismo, entre os grupos. A atividade da PON e a incorporagcdo de fosfolipideos foram
similares nos trés grupos estudados. O tamanho estimado da particula HDL foi maior no grupo
NHipTRI (0,29+0,05), do que nos grupos hipertrigliceridemicos: HipTRI HDL =240 (0,26+0,03), e
HipTRI HDL<40 (0,24+0,05). No grupo NHipTRI foi encontrada correlagéo linear positiva entre a
atividade da PON e apoA (r=0,3908, p=0,0484, Pearson). Ja no grupo HipTRI HDL=40 houve
correlagéo positiva entre PON e apoB (r=0,5678, p=0,0342, Pearson). Por outro lado, no grupo
HipTRI HDL<40 houve correlagao linear negativa entre apoB e incorporagao de fosfolipideos na
HDL (r=-0,5144, p=0,0290, Pearson). Conclusao: Desta forma, os resultados sugerem que a
hipertrigliceridemia interfere ndo sé no remodelamento da HDL, como também sua capacidade

antioxidante.

Palavras-chave: Lipoproteinas HDL, Doencas Cardiovasculares, Proteina de transferéncia de

fosfolipideos, Paraoxonase.



VIEIRA, Marcos Soares. Paraoxonase / Arylesterase activity and phospholipids
incorporation into HDL particles in human hypertriglyceridemia. .67 f. il. Dissertagdo
(Mestrado) — Fundagéao Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador,
2013.

ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVD) are the leading causes of morbidity and mortality in the
western world and is the major cause of death in developed and developing countries.
Lipoprotein metabolism is directly related to the risk of developing CVD. Objectives: this
study aimed to evaluate HDL particle remodeling, determining HDL ability to incorporate
phospholipids, paraoxonase (PON) activity, among others plasma markers related to HDL
metabolism, besides the influence of hypertriglyceridemia in this process. Casuistic and
Methods: a cross-sectional study with convenience sampling, were carried out with 66
subjects outpatient males, aged between 32 and 75 years old (mean: 51.1), into non-
hypertriglyceridemic (NHipTRI) and hypertriglyceridemic (HipTRI) groups, the HipTRI group
were stratified in HipTRI com HDL-C = 40 mg/dL and HipTRI com HDL-C <40 mg/dL.
Parametric and non-parametric statistic tests were performed in GraphPad Prism 5.01 (USA),
and differences were considered significant when p <0.05 to C.| of 95%. Results: there were
no differences in the prevalence of CVD risk factors, such as sedentarism, alcohol drinkers,
hypertension, diabetes, and tobacco users in the groups. PON activity and phospholipids
incorporation were similar in the three groups. The estimated size of HDL particles was
greater in NHipTRI (0.29 + 0.05) when compared to hypertriglyceridemic groups: HipTRI
HDL=40 mg/dL (0.26 + 0.03) and HipTRI HDL>40 mg/dL (0.24 + 0.05). In NHipTRI group
positive linear correlation was found between PON activity and apoA (r = 0.3908, p = 0.0484,
Pearson). In HipTRI HDL=40 mg/dL group, positive correlation were found between PON and
apoB (r = 0.5678, p = 0.0342, Pearson). On the other hand, HipTRI HDL<40 mg/dL shows a
negative linear correlation between apoB and phospholipids incorporation into HDL (r =
-0.5144, p = 0.0290, Pearson). Conclusion: the results suggest that hypertriglyceridemia can

affect both remodeling of particles HDL, as their antioxidant capacity.

Key words: Cardiovascular diseases, HDL lipoprotein, phospholipid protein transfer,
Paraoxonase.
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1. INTRODUGAO

1.1 Epidemiologia das doen¢as cardiovasculares

Segundo a Organizagdao Mundial de Saude (OMS) as principais causas de morte no
mundo s&o as doengas cardiovasculares (DCV), responsaveis por 23,6% dos &bitos
mundiais. Nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento este numero sobe para
24,3% e 25,5%, respectivamente. Nos paises subdesenvolvidos as DCV figuram como a
quarta principal causa de morte, perdendo para as infecgcbes pulmonares, diarreias
infecciosas e para sindrome de deficiéncia imunoldgica adquirida (AIDS) (WHO, 2011).
Dados da Organizagdo Mundial de Saude de 2008 mostram que 7,3 milhdes de pessoas
morreram por doenga isquémica cardiaca e 6,2 milhées por acidente vascular cerebral
ou outras doengas cerebrovasculares. Juntos estes Obitos representam
aproximadamente 24% das causas de morte daquele ano no mundo (WHO, 2008). Em
2009, no Brasil, 31,8% das causas de morte foram em decorréncia de doengas do
aparelho circulatério (DATASUS, 2012). A aterosclerose € o principal processo
inflamatdrio crénico que leva ao estabelecimento das DCV como as doengas isquémicas
cardiacas e doengas cerebrovasculares (MENDIS et al., 2011).

O risco de desenvolver a aterosclerose esta ligado ao efeito global de varios fatores
como: o uso de tabaco, inatividade fisica, alimentagao inadequada, uso nocivo do alcool,
hipertensao, diabetes, niveis elevados de lipidios no sangue, dentre outros (MENDIS et

al., 2011).

1.2 Lipoproteinas, triglicerideos e doengas cardiovasculares

O risco de desenvolver DCV esta relacionado com os niveis de colesterol e triglicerideos
plasmaticos, os quais sao transportados no plasma como componentes das particulas
lipoproteicas ou lipoproteinas (LIMA e COUTO, 2006). As lipoproteinas sdo separadas

em classes, por suas densidades, pelo tamanho e pela composi¢ao lipidica e protéica
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(FORTI and DIAMENT, 2006). As principais sao: 1- Quilomicrons (Qm) que apresenta
densidade (d) menor que 1,006 g/mL; 2- lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL)
com d entre 0,950 e 1,006 g/mL; 3- lipoproteina de densidade baixa (LDL) com d entre
1,006 e 1,063 e 4- lipoproteina de densidade alta (HDL) com d entre 1063 e 1,210 g/dL.
De 60% a 70% do colesterol plasmatico encontra-se como colesterol componente da
LDL (LDL-C) (HOBBS et al., 2002). O metabolismo do colesterol (transporte, captagao e
excregao) esta ligado ao metabolismo das lipoproteinas, as quais sdo consideradas
marcadores de risco para as DCV. Gordon e colaboradores (1989) encontraram que
cada aumento de 1mg/dL (0,026 mmol/L) na concentragédo do colesterol contido na HDL
(HDL-C) estava associado a diminuicdo no risco de futura doenga coronariana de
aproximadamente 2% em homens e 3% em mulheres. O nivel sérico do HDL-C é
considerado forte e independente fator de risco inverso para as DCV (ASSMANN et
al.,1996; BALLANTYNE and HOOGEVEEN, 2003). O mecanismo de acao dos
triglicerideos (TG) aumentando o risco para DCV ainda ndo esta bem esclarecido, mas
evidéncias apontam para niveis elevados de TG, determinados no jejum ou ndao, como

importante fator de risco para DCV (KANNEL and VASAN, 2009).

1.3 Lipoproteinas: vias exégena e enddégena

As particulas lipoproteicas sdo formadas na sua parte central por lipideos neutros -
colesterol esterificado (CE) e TG - circundada por uma monocamada de lipideos polares
— fosfolipideos (PL) e colesterol nédo esterificado ou colesterol livre (CL) — além das
apoproteinas. Os Qm s&o as maiores e menos densas das particulas, sao ricas em TG,
com origem intestinal e alimentar (exégena). As lipoproteinas de densidade muito baixa
(VLDL) sao também ricas em TG, mas tém origem hepatica (endégena). O metabolismo
plasmatico da VLDL leva a formagcdo de particulas intermediarias (IDL) também

chamadas de beta-VLDL (B-VLDL), que pela acdo das enzimas plasmaticas perdem
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conteudo lipidico, diminuindo o tamanho, até a formagao das lipoproteinas de densidade
baixa (LDL). Ja& as lipoproteinas de densidade alta (HDL) apresentam outra origem
metabdlica; sdo formadas a partir do figado ou do intestino, num processo separado das
VLDL e LDL. As HDL s&do as menores e mais densas das lipoproteinas (FORTI and
DIAMENT, 2006; LIMA e COUTO, 2006). Além das citadas temos a lipoproteina (a) -
Lp(a), uma LDL que possui apoproteina (a) [apo (a)], com agdo metabdlica menos
conhecida (SPOSITO et al., 2007).

O conteudo proteico das lipoproteinas é formado pelas apoproteinas e algumas enzimas
a elas ligadas. Nos Qm a proteina estrutural € a apoproteina B-48 (apoB-48); nas
classes VLDL, LDL e Lp(a) € a apoproteina B-100 (apoB-100). Nas HDL sao as
apoproteinas apoA-I e apoA-Il. As apoproteinas tém varias funcdes metabdlicas como: a
formagao intracelular das lipoproteinas (apoB-100, B-48 e apds Al e Il); ligantes aos
receptores das membranas celulares (apo B-100 e apoE), além de atuarem como co-
fatores enzimaticos, a exemplo das apoA-l, apoC-Il e apoC-Ill (SPOSITO et al., 2007).
Na via exdgena do metabolismo lipidico, logo apés a agao da lipase pancredtica,
moléculas de acidos graxos livres mono e di-acil glicerol, absorvidos pelos enterdcitos,
sao reagrupadas junto a uma molécula de apoB-48 e circundadas por uma monocamada
de fosfolipideos formando os Qm. No plasma os Qm adquirem apoC-Il e apoE, sofrem a
acao imediata da enzima lipoproteina lipase (LPL), ativada pela apoC-Il, que diminui
seus conteudos lipidicos. A hidrélise dos TG pela LPL gera acidos graxos livres que sao
rapidamente utilizados como combustivel nos musculos e coracdo ou serao
armazenados novamente como TG nos tecidos adiposos. Alguns Qm remanescentes
que se mantém na circulagdo sado captados no figado, via receptor de proteina
relacionada com LDL (LDL-RP-r), e o seu conteudo sera reutilizado ou excretado (Figura

1) (BOREN et al., 2012; BOULLART et al., 2012).
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Figura 1: Metabolismo das lipoproteinas contendo apoproteina B (apoB). LDL-RP-r = receptor de proteina relaciona-
da com LDL; LDL-r = receptor de LDL.
Fonte: modificado de Borén et al., 2012.

Ja na via enddgena, parcialmente demonstrado na figura 1, as VLDL sdo montadas nos
reticulos endoplasmaticos dos hepatdcitos e secretadas para a circulacdo. Sao formadas
basicamente por TG, colesterol, PL e uma molécula de apoB-100 para cada particula
VLDL (BOULLART et al.,, 2012). No plasma a VLDL sofre agdo da LPL, da lipase
hepatica (LH), além das proteinas de transferéncia de éster de colesterol (CETP) e
proteina de transferéncia de fosfolipideos (PLTP), processo pelo qual as VLDL diminuem
seu conteudo de TG e PL, dando origem as VLDL remanescentes (3-VLDL), dentre estas
a lipoproteina de densidade intermediaria (IDL). Em continuidade as 3-VLDL podem ser
captadas pelo figado e metabolizadas, ou originar as LDL, que permanecem maior
tempo na circulacdo. A LDL € a principal particula transportadora do colesterol
proveniente do figado para os tecidos periféricos, ja o transporte do colesterol dos
tecidos periféricos para o figado é feito pela HDL (LIMA e COUTO, 2006). Portanto, o
metabolismo do colesterol é representado pelo metabolismo das particulas lipoproteicas

com a modulacao de proteinas e enzimas relacionadas.
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1.4 Lipoproteinas: enzimas e proteinas de transferéncia

Das varias enzimas envolvidas no metabolismo do colesterol destacam-se as que agem
na interacao de particulas lipoprotéicas: lipase hepatica (LH) e lipoproteina lipase (LPL),
com acgao no catabolismo de TG e CE; a lecitina:colesterol aciltransferase (LCAT) que
atua no processo de esterificagdo do CL, com apoA1 como co-fator (AZEVEDO et al.,
2001); a proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP), que catalisa a
transferéncia do CE entre as particulas lipoproteicas; e a proteina de transferéncia de
fosfolipideos (PLTP) com agdo, observada in vitro, na transferéncia de PL e CL das
lipoproteinas de menores densidades (VLDL, B-VLDL e LDL) para as HDL (NUNES et
al., 2001; CHEUNG et al., 2009). A PLTP também atua na transferéncia de PL entre as
subclasses da HDL, o que talvez seja sua principal acéo antiaterogénica (FOGER et al.,
1997), participando da modulagao do tamanho e da composicao lipidica das HDL (LIE et
al., 2004; CHEN et al., 2009). Essa mesma proteina de transferéncia pode ainda estar
envolvida no efluxo de fosfolipideos e colesterol livre originados nas células endoteliais
(LIE et al., 2004).

QOutra proteina importante no metabolismo das lipoproteinas, com impacto direto no
metabolismo do colesterol, é a paraoxonase / aril-esterase (PON), enzima sintetizada no
figado que, no plasma circula associada as HDL (COSTA et al., 2005; LIMA e COUTO,
2006). A PON recebe este nome porque para determinar sua atividade € muito utilizado
como substrato o Paraoxon, um metabdlito toxico do inseticida parathion (DURRINGTON
et al., 2001; COSTA et al., 2005). Nesse metabolismo a PON atua inibindo a oxidagao de
lipideos superficiais tanto das LDL quanto das HDL (COSTA et al., 2005). A oxidagao das
LDL (LDL modificadas) na parede dos vasos esta relacionada ao inicio do processo
inflamatério da aterosclerose (LIMA e COUTO, 2006). O estudo de Napoli e
colaboradores (1997) mostrou que acumulo de LDL oxidadas precede a entrada dos

mondcitos na parede das artérias, e os macréofagos foram encontrados em maior numero
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nos sitios onde havia maior quantidade de LDL oxidadas. A acdo da HDL prevenindo a
oxidagao e inativando os fosfolipideos ja oxidados da LDL, na parede dos vasos, esta
ligada a acéo da PON (COSTA et al., 2005; LIMA e COUTO, 2006), o que torna também
a determinacéo da atividade da PON, quando estudada junto a HDL, um marcador de

risco para DCV.

1.5 Aterosclerose, HDL e transporte reverso do colesterol (TRC)

A aterosclerose é uma doenga inflamatéria crénica progressiva, que tem como processo
inicial o depdsito e a oxidagao da lipoproteinas de baixa densidade (LDL) na parede das
artérias (LIMA e COUTO, 2006). A oxidacao dos lipideos superficiais da LDL depositada
estimula as células endoteliais a liberarem fatores quimioatraentes para mondécitos (NA-
VAB et al., 2004). Como consequéncia, ha acumulo de macréfagos na intima da parede
arterial, que expressam varios receptores scavenger, alguns dos quais tem a habilidade
de se ligar e internalizar a LDL oxidada levando a formagao das células espumosas, as
quais vao aumentando em numero gradativamente e culminam com a formagao da placa
de ateroma, iniciando a doenca aterosclerética (BARTER et al., 2004; NAVAB et al.,

2004).

Com atividade anti-aterosclerdtica, a classe HDL é representada por uma populagdo de
particulas heterogéneas, com tamanho, densidade, conteudo proteico e atividade anti-
aterogénica diferentes (XU and FU, 2003; FORTI and DIAMENT , 2006; JIA et al., 2006).
No processo de formagéo das HDL (Figura 2), a particula inicial, @ medida que ganha co-
lesterol esterificado no seu nucleo e PL na camada externa, pela agdo das LCAT e PLTP,
forma subclasses de particulas com tamanhos gradativamente maiores, na sequéncia:

préB-HDL (préB:-HDL e préB-HDL), HDLs (HDLss, HDLsy, HDLsa) € HDL, (HDLza e HDLay);
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e pela agéo da LH faz a interconversao entre as subclasses (XU and FU, 2003; JIA et al.,

2006; LIMA e COUTO, 2006; TIAN et al., 2011).
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Figura 2: Formacdo e remodelamento da HDL com representacdo das principais subclasses da HDL e atuacdo das
proteinas envolvidas. apoAl = apoproteina Al; CL = colesterol livre; LCAT= lecitina colesterol aciltransferase; PLTP =
proteina de transferéncia de fosfolipideos; LH -= lipase hepatica; PL = fosfolipideos; PON = paraoxonase.

Transportar o colesterol dos tecidos periféricos para o figado, onde sera reutilizado ou
excretado, conhecido por Transporte Reverso do Colesterol (TRC), € considerada a
principal acdo antiaterogénica da HDL (BARTER et al., 2003; FORTI and DIAMENT,
2006; LIMA e COUTO, 2006). No inicio (Figura 3), as apoA |l e Il, que s&o sintetizadas em
sua maioria pelos hepatdcitos, mas também tém origem intestinal, recebem colesterol
livre e fosfolipideos das membranas celulares originando HDL nascentes (pré-g-HDL),
num processo dependente do transportador da membrana conhecido como ATP binding
cassette transporter A1 (ABCA-1) (FORTI and DIAMENT, 2006; RADER and
DAUGHERTY, 2008). As pré-B-HDL, gradativa e passivamente adquirem CL e PL das
células dos tecidos periféricos e, sob acdo da LCAT, o colesterol € esterificado e

internalizado na particula formando a HDL madura. Ainda na circulagdo a CETP catalisa
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o transporte de CE da HDL para outras particulas lipoproteicas, principalmente para as
B-VLDL e LDL, mas também entre as diferentes subclasses da HDL (FORTI and
DIAMENT, 2006; TIAN et al., 2011). No mesmo processo TG sao transferidos das VLDL

e B-VLDL para a HDL (BREWER et al., 2004).

Gordurs
dadists e - ; —
(R L35 mtssting Sangue Tecidos periféricos
AR
S b s
[.Ihl Rl

WVLDOL o LOL

Figura 3 — Metabolismo das lipoproteinas e transporte reverso do colesterol.

Fonte: modificado de Rader and Daugherty (2008). Inclusdo e identificagdo das proteinas e enzimas: LCAT = lecitina
colesterol aciltransferase; lipase hepatica; lipase endotelial, PLTP = proteina de transferéncia de fosfolipideos; CETP =
Proteina de transferéncia de colesterol esterificado.

Atuando paralela e simultaneamente, a PLTP catalisa a transferéncia de PL entre as
subclasses de HDL e também das VLDL/B-VLDL para as HDL (CHEUNG et al., 2009).
Encerra o TRC com a captagao das HDL pelo figado, através dos receptores scavenger
classe B tipo 1 (SR-B1); e das B-VLDL e LDL, em condig¢des fisioldgicas, por receptores

de LDL (LDL-r) (RADER and DAUGHERTY, 2008; AZEVEDO, 2011; SANTOS, 2011). O
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colesterol, entdo, pode recircular como conteudo de nova VLDL formada no figado, ou

ser excretado pela bile (AZEVEDO et al., 2011).

1.6  Hipertrigliceridemia e o risco para aterosclerose

Doengas como hipertrigliceridemia familiar, hiperlipidemia familiar combinada,
quilomicronemia familiar, dentre outras aparecem como causas primarias da
hipertrigliceridemia crénica. Porém as causas mais comuns de hipertrigliceridemia
cronica sdo a sindrome metabdlica e diabetes tipo 2. O excesso de triglicerideo
plasmatico pode estar relacionado a aumento na producédo, redug¢ao do seu catabolismo
ou ambos (BERGLUND et al., 2012). Jacobson e colaboradores (2007) citam que numa
meta-analise de 21 estudos prospectivos de base populacional, que envolviam um total
de 65.863 homens e mulheres, encontrou que cada 89 mg/dL (1 mmol/L) de aumento
nos niveis de TG plasmatico foi associando com um aumento de 12% no risco para DCV,
apos ajuste estatistico com outros parametros (CT, LDL-C, HDL-C, pressao sanguinea,
diabetes e indice de massa corpdrea), indicando que o nivel de TG constitui um fator de
risco independente para DCV. O TG plasmatico se mostra como a soma da quantidade
produzida no figado, veiculado nas VLDL, com a quantidade adquirida pela via exégena,
na alimentacao, pertencente aos Qm (KANNEL and VASAN, 2009). O aumento do risco
para DCV na hipertrigliceridemia parece estar ligado aos efeitos aterogénicos de
lipoproteinas ricas em TG remanescentes com origem no metabolismo das VLDL e Qm,
apos acao das lipase lipoproteica e lipase hepatica (JACOBSON et al., 2007). O
aumento do TG no plasma esta relacionado a reducédo nas concentragcdes de HDL-C e
também ao aumento de producgdo das lipoproteinas aterogénicas, ricas em triglicerideos,
como as VLDL e B-VLDL, que levarao a formacdo da LDL pequena e densa, a mais

aterogénica das lipoproteinas (BERNEIS and KRAUSS, 2002; KANNEL and VASAN,
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2009). A LDL pequena e densa parece apresentar menor afinidade aos receptores de
LDL no figado, o que dificulta sua depuragdo e aumenta sua meia-vida plasmatica.
Também apresentam maior capacidade de penetragdo na parede dos vasos sanguineos
(BERNEIS and KRAUSS, 2002). O tamanho da particula de LDL é inversamente
relacionado a concentragéo do TG plasmatico (BOULLART et al., 2012). MARUYAMA e
colaboradores (2003) propdem que quando a razao TG/HDL-C > 1 estima-se a presenca
de particulas de LDL pequenas e densas. Individuos com a mesma concentracao de
LDL-C terdo maior risco de aterosclerose aqueles que apresentarem hipertrigliceridemia,
em funcdo da presenga de particulas de LDL pequenas e densas (BERNEIS and
KRAUSS, 2002). Ja a razdo HDL-C/apoA estima a concentracdo relativa de colesterol

incorporado no core da particula de HDL (BRINTON et al., 1994).
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1.7 Relevancia

Embora a aterosclerose tenha sua patogénese atribuida a causas multifatoriais,
os principais marcadores de risco para esta doencga estao relacionados a alteracées nas
concentracbes séricas de moléculas componentes das lipoproteinas. Na
hipertrigliceridemia ocorre enriquecimento de ftrigliceridios nas lipoproteinas e aumento
na quantidade de particulas remanescentes de LDL com menores diametros. Particulas
de LDL menores e redugao da concentragcao de HDL-C frequentemente coexistem em
situacao de hipertrigliceridemia e apresentam relagao direta com o aumento do risco de

eventos cardiovasculares.

A atividade da PON, relacionada ao inicio do processo aterosclerético e a
capacidade de incorporacao de fosfolipidios, relacionado ao remodelamento da HDL e
ao transporte reverso do colesterol sdo marcadores de risco para DCV e podem estar

alteradas na hipertrigliceridemia.
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2. HIPOTESE

Em condicbes de hipertrigliceridemia existe impacto nas atividades da PON e na
capacidade de incorporacado de PL na HDL, interferindo na atividade antiaterogénica da

particula.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar as atividades da PON e da PLTP, esta a partir da incorporacao de fosfolipidios, e
suas influéncias no remodelamento das particulas de HDL em relagdo a

hipertrigliceridemia.

3.2 Especificos

- Determinar o tamanho das particulas de HDL;
- Determinar a atividade da PON;
- Inferir alteragbes no remodelamento plasmatico da particula de HDL a partir da

incorporagao de fosfolipideos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Estudo de corte transversal com amostragem por conveniéncia.

4.2 Casuistica e métodos

Foram avaliados, prospectivamente, 66 individuos do sexo masculino, com idade entre
32 e 75 anos, com média de 51,08 anos, selecionados no Laboratorio de Analises
Clinicas do Hospital Naval de Salvador e no Laboratério de Andlises Clinicas da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal da Bahia. Os individuos do estudo
foram subdivididos em dois grupos: Grupo 1: ndo-hipertrigliceridémicos; Grupo 2:
hipertrigliceridémicos, este estratificado em dois niveis: HDL-C menor que 40mg/dL e
HDL-C maior ou igual a 40mg/dL. Os pacientes foram considerados
hipertrigliceridémicos quando apresentaram nivel plasmatico de triglicerideos igual ou
acima de 150mg/dL. Os individuos foram convidados a participar do estudo, quando os
mesmos se cadastravam para a realizacdo de exames associados as solicitacbes de
seus meédicos assistentes. Apdés a concordancia foram preenchidos e assinados os
termos de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Em entrevista os individuos
forneceram informacdes sobre habitos de vida e condicdes de saude. Foram
considerados sedentarios aqueles individuos que negaram a pratica de pelo menos trés
vezes por semana, em sessfes de 30 a 60 minutos, algum exercicio aerdbico
(SPOSITO, 2007). Foram considerados etilistas os individuos que relataram ingerir alcool
de uma a quatro vezes por semana (BRINTON, 2012). Foram considerados hipertensos

0s que apresentavam as seguintes condi¢des: utilizavam alguma medicagdo anti-
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hipertensiva ou referiam a doenca. Os individuos foram considerados diabéticos quando
utilizavam medicacgéo hipoglicemiante e/ou referiam a doenga, ou quando apresentavam
glicemia aumentada na determinac&o laboratorial. As amostras destinadas aos exames
ambulatoriais dos pacientes foram também aproveitadas para os ensaios deste projeto,
portanto, ndo foram realizadas coletas adicionais de amostras somente para a este
estudo.

Este projeto foi autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério
de Oliveira da UFBA (CEP/MCO/UFBA), oficio n° 379, ref. V/Of. n°® 02/2005, 27/09/2005

e, Parecer/Resolucao Aditiva n°® 075/2011.

4.3 Critérios de seleg¢ao dos individuos
4.3.1 Critérios de incluséo

- Pacientes do sexo masculino, com idade entre 40 e 75 anos;
- Preenchimento e assinatura do TCLE com o aceite em participar da pesquisa;

- Pacientes ambulatoriais (ndo internados).

4.3.2 Critérios de exclusao

- Pacientes internados para qualquer tratamento;

- Nao preenchimento do TCLE;

- Portadores de qualquer doenga aguda;

- Portadores de disfungao renal (creatinina sérica > 2,0 mg/dL e ou proteinuria > 3,0 g/L e
albumina sérica < 3,0 g/L).

- Individuos com relato de consumo excessivo de alcool (acima de 4 vezes por semana).
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4.4 Determinagoes no laboratério clinico

Foram determinadas as concentragées de colesterol total (CT) e suas fragbes, e
triglicerideos (TG), nas amostras de soro obtidas apds jejum de 12-14 horas. O HDL
colesterol (HDL-C) foi determinado por método homogéneo direto, no equipamento
LabMax 240 — LabTest (Labtest, Brasil). As concentra¢des do colesterol de VLDL e LDL
foram calculadas pela formula de FRIEDEWALD (1972) utilizando conjuntos diagndsticos
obtidos na industria nacional e/ou internacional. Foram também utilizados métodos
enzimaticos convencionais (Labtest, Brasil) nas determinagbes de AST, ALT, ureia,

creatinina, proteinas totais e fracoes.

4.5 Niveis séricos de apoA e apoB

As apoA e apoB foram determinadas por imunonefelometria cinética utilizando o
analisador automatizado IMMAGE® (BeckmanCoulter, USA), a partir da taxa de variagédo

da dispersao da luz causada por aumento no numero de particulas em suspenséao.

4.6 Atividade da paraoxonase / aril-esterase (PON)

Para determinacao da atividade da PON foi utilizado método descrito por Mackness e
colaboradores (1991) e Senti e colaboradores (2003), que utiliza a reagao de hidrélise do
Paraoxon com formacado de p-nitrofenol e dietilfosfato, com algumas adaptacbes
(CHARLTON-MENYS et al., 2006), sendo determinada a partir da taxa de produgao de p-
nitrofenol em nMol por mL de plasma por minuto. Em placa acrilica de fundo chato com
96 pocos foram distribuidas, em cada pogo, 7 uL de soro de cada amostra e

acrescentados 140 pL de tampao com 0,1 mMolar de Tris-HCI, 2 mMolar de CaCl2 e 1,1
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mMolar de paraoxon (dietil 4-nitrofenil fosfato; Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA). Os
ensaios foram realizados em duplicata. A leitura foi feita em comprimento de onda de
405nm a temperatura de 37°C utilizando “Leitor de Microplacas” (Microplate Reader,
Benchmark, BioRad). Foram realizadas 6 leituras em intervalos de 60 segundos cada.
Para o calculo da atividade da PON, a média da variacdo das absorbancias foi

multiplicada por fator, conforme abaixo.

Fator = VTR (mL)/ €405 x VA (mL) x E (cm) , onde:

VTR - Volume total da reagéo

VA — Volume da amostra

E — Espessura da parede da placa (€405 - 1805 L M cm™)

Entao a atividade da PON = Fator x Aabs/min

4.7 Tamanho das particulas de HDL

O tamanho das particulas de HDL foi determinado em cooperagdo como o Laboratdrio
de Metabolismo de Lipides do Instituto do Coragao da Faculdade de Medicina da USP-
Sado Paulo — InCor-HCFM/USP. Utilizando o método de espalhamento de luz no
equipamento Laser Light Scattering (ZetaPALMS, Brookhaven Instr. Corp. USA), apos
separacao por precipitacdo das particulas lipoproteicas e seus remanescentes que
contém apoB por adicdo da solugdo de polietilenoglicol 8000 (200g/L). O sobrenadante
contendo HDL foi diluido em solugdo de cloreto de sddio (NaCl) 0,15M contendo EDTA
0,01% (pH 7,5). A solugao resultante foi filtrada por membrana Millipore com 0,22 micra
de porosidade. O didmetro (nm) das particulas da HDL em solugao foi determinado por
coleta das leituras obtidas em &angulo de 90° e calculada utilizando o software Big

Particle Sizing, versdao 2,34 (Brookhaven Instr. Corp., Hotsville, NY, USA); sendo os
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resultados expressos pela média obtida de 5 leituras de 2 minutos cada (LIMA and

MARANHAO, 2004).

4.8 Incorporacgao de fosfolipideos

A incorporagédo de fosfolipideos foi determinada a partir dos dados de contagem de
cintilagdo dos fosfolipideos marcados com carbono 14 (PL-"C) na amostra total, em
comparagao a cintilacdo da fragdo da amostra que contém somente a HDL (apos
precipitagdo). Este método in house, foi desenvolvido com base no principio do método
do substrato exdgeno (STOKKE and NORURN, 1971; CHANNON et al., 1990), ou seja,
para cada amostra, 1,0 (um) microlitro de PL-"C (cerca de 0,4uCi/mL) foi adicionado em
500 microlitros de soro e, apds homogeneizado em vortex, submetidos a temperatura de
0 — 4°C (temperatura que se espera a inatividade da PLTP) por uma hora, visando
estabelecer o equilibrio entre PL endégeno da amostra e o PL-"C adicionado. Decorrido
este tempo, incubou-se a 37°C (temperatura onde a PLTP € ativa), sob agitagcao
constante, por uma hora. Apos este tempo esfriou-se a amostra em banho de agua com
gelo para paralisar a reagéo. 250 microlitros deste soro marcado foram separados para
leitura de fundo (radioatividade total de cada amostra). Nos outros 250 microlitros da
amostra marcada foram adicionados 250 microlitros de reagente precipitante preparado
previamente com sulfato de dextran 0,2% e MgCl. 3,0 Molar v/v, para precipitar as
lipoproteinas que contém apoB. Em seguida, centrifugou-se, sob refrigeragéo, por 10
minutos a 3.000 rpm (1.600xG) e separou-se o sobrenadante, que contém HDL, para
posterior determinagdo da radioatividade presente. Para a determinacdo das
radioatividades nas amostras foi utilizado o equipamento para deteccdo da cintilagdo
liquida (Multilabel Detection Plataform - Hidex Chamaleon). Cada amostra foi dividida em

cinco aliquotas de 50 microlitros. Em placas de ELISA com 96 pocgos, tomando o cuidado
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de utilizar pogos intercalados para evitar interferéncias entre as amostras, em cada pogo
foram adicionados uma das aliquotas de 50 microlitros e 250 microlitros de solugao
cintiladora Ultima Gold (High flash-point LSC-cocktail for couting aqueous and non-
aqueous samples — PerkinElmer,Inc, Waltham, USA). A incorporacao de PL foi expressa
como percentual de PL-"*C a partir das contagens por minuto obtidas no equipamento de
leitura de cintilagao liquida, em uma hora, em relacido a radioatividade total adicionada

na amostra.
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4.9 Analises Estatisticas

A andlise estatistica foi dividida em dois momentos, descritiva e inferencial utilizando o
software GraphPad Prism 5.01(USA). Para a analise descritiva, além das estimativas de
centralidade e disperséo, foi realizado o teste de normalidade de D’Agostino para avaliar
o tipo de distribuicdo dos dados. Em seguida, com base nas informagdes, para os dados
com distribuicdo normal foram utilizados testes paramétricos, quando a distribuicao nao
apresentou padrao de normalidade foram utilizados testes nao-paramétricos. Os dados
analisados foram considerados significativos quando p < 0,05 para intervalo de confianga
de 95%. Foi realizado teste de Grubb para detecgao de outlier por grupo de variaveis
estudadas. Todas as analises estatisticas inferenciais de comparacao e correlagao foram

“estatisticas em coluna”.

4.9.1 Andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de comparagdes multiplas de

Tukey-Kramer

A andlise de variancia seguida do teste de Tukey-Kramer foi utilizada para comparar a
diferenca entre as médias e desvios dos dados determinados e calculados, com
homocedasticidade confirmada pelo teste de Bartlett’s; entre os grupos: nao-
hipertrigliceridémicos e hipertrigliceridémico, estes em dois niveis, ou seja, subdivididos
em hipertrigliceridémicos com HDL menor que 40mg/dL, e hipertrigliceridémicos com

HDL igual ou maior que 40mg/dL.
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4.9.2 Teste de Kruskal Wallis seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunn

Nos casos em que os dados apresentavam heteroscedasticidade, para comparacéao
entre as médias e desvios, foram utilizados os testes nao-paramétricos de Kruskal-

Wallis, para analise em colunas, seguido do teste de comparagao multiplas de Dunn.

4.9.3 Teste de correlacdo linear de Pearson e Spearman

O coeficiente de correlagao linear de Pearson foi aplicado para avaliar a correlacédo entre
dois parametros diferentes no mesmo grupo quando os dados apresentavam
homocedasticidade, nos parametros que os dados se mostravam heterocedasticos foi

realizada a analise de correlacao linear de Spearman.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas epidemiolédgicas da populagao estudada

A figura 4 mostra o percentual dos principais fatores de risco identificados na populagéo
do estudo. Desses, foram identificados: sedentarismo, hipertensdo arterial sistémica,
diabetes e tabagismo, além de mostrar também o percentual de individuos que relatam
ingerir bebida alcodlica, chamado aqui de etilismo, sem esclarescer a frequéncia e
quantidade do uso de alcool. Os dados foram obtidos na entrevista com os individuos

imediatamente antes da coleta das amostras.
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Figura 4- Fatores de risco para aterosclerose, obtidos apds avaliagdo dos dados dos participantes. Etilismo: ingerir ou
ndo bebida alcoolica, sem a preocupagdo de esclarecer a frequéncia e quantidade do uso de alcool. Sedentarismo: néo
praticar qualquer atividade fisica, por pelo menos meia hora, na frequéncia minima de trés vezes por semana.
Hipertensdo: informagdo do paciente, sem medi¢do. Tabagismo: Informagdo do paciente.
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A Tabela 1 mostra o percentual de ocorréncia dos principais fatores de risco para DCV,
identificados nos grupos estudados: nao-hipertrigliceridémicos (NHipTRI) e
hipertrigliceridémicos (HipTRI), os ultimos estratificados em hipertrigliceridémicos com
HDL-C < 40mg/dL (HipTRI HDL<40) e hipertrigliceridémicos com HDL-C = 40mg/dL
(HipTRI HDL-C = 40). Mostrando maior prevaléncia de individuos diabéticos, sedentarios

e tabagistas no grupo HipTRI, principalmente em HipTRI HDL<40.

TABELA 1 — Ocorréncia dos fatores de risco para DCV estratificada nos grupos
estudados.

NHipTRI HipTRI HDL-C<40  HipTRI HDL-C240 HipTRI

% (n) % (n) % (n) % (n)
Diabetes 15,4 (4) 34,8 (8) 18,2 (2) 29,4 (10)
Etilismo 61,5 (16) 42,9 (9) 60,0 (6) 48,4 (15)
Hipertens&o 46,1 (12) 47,6 (10) 30,0 (3) 41,9 (13)
Sedentarismo 53,8 (14) 71,4 (15) 40,0 (4) 61,3 (19)

Tabagismo 0 (0) 9,5 (2) 0 (0 6,4 (2)

Valores em percentual (dados sobrepostos). Teste estatistico exato de Fisher ndo significante. (n) nimero de amostras;
NHipTRI: pacientes sem hipertrigliceridemia; HiperTRI HDL-C < 40: pacientes com hipertrigliceridemia com valores
de HDL-C abaixo de 40mg/dL; HipTRI HDL-C > 40: pacientes com hipertrigliceridemia com valores de HDL-C
igual ou acima de 40mg/dL; HipTRI: todos os pacientes com hipertrigliceridemia.
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5.2 Comparagao de dados obtidos das determinagdes laboratoriais entre os

grupos

A Tabela 2 mostra a anélise dos dados obtidos das determinagdes laboratoriais gerais e
parametros de avaliagdo das fungdes hepatica e renal dos 66 individuos do sexo
masculino segundo idade e classificagdo por grupos: Nao-hipertrigliceridémicos
(NHipTRI) e Hipertrigliceridémicos (HipTRI), sendo esse ultimo grupo estratificado em
dois niveis, ou seja, HipTRI com valores de HDL-C < 40mg/dL e HipTRI com valores de
HDL-C = 40 mg/dL.

TABELA 2 - Determinagdes laboratoriais gerais e parametros de avaliagdo das fungdes
hepatica e renal entre os individuos nao hipertrigliceridémicos e Hipertrigliceridémicos.

NHipTRI HipTRI HipTRI HipTRI
Numero 26 25 15 40
Idade (anos) 52+8 53+ 10 47 +8 50 + 10
CT 178 £ 33 190 £ 46 233+52* 209+48"*
TG 95+ 30 243 + 67 * 231+61~ 239+64*
HDL-C 47 £10 33+4* 47 £ 78 389~
LDL-C 112 £ 29 113 £ 38 140 £ 45 124 +42
VLDL-C 19+6 46+10~ 46 +12°~ 46 £ 11~
apoA 159 + 21 137 £ 26 ** 180 + 29 ** 154 + 34
apoB 87 +18 105+30* 129+ 27~ 115+£31*
Uréia 29+9,6 31+7,8 2876 30+7,8
Creatinina 1,1+0,2 1,1+0,2 1,2+0,2 1,1+0,2
Glicose 101 £8,5 106 £ 14 101 £6,5 105+ 13
AST 307 307 32+ 9 318
ALT 34+8 32+10 33+ 11 34 +12

Valores em média £+ desvio padrdo em mg/dL. Teste estatistico One Way ANOVA, pos-teste de Tukey-Kramer ou
Kruskal-Wallis, pos-teste de Dunn quando a distribuicdo foi ndo-paramétrica. Foi atribuida diferenca significativa
entre os grupos quando p < 0,05, para intervalo de confianca de 95%. NHipTRI: pacientes sem hipertrigliceridemia;
HipTRI HDL-C < 40: pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C abaixo de 40mg/dL; HipTRI HDL-C >
40: pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C igual ou acima de 40mg/dL; HipTRI: todos os pacientes
com hipertrigliceridemia. (*) p<0,05 em relag@o ao grupo NHipTRI. (§) p<0,05 entre os grupos HipTRI HDL-C<40 e
HipTRI HDL-C >40.
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A Tabela 3 mostra determinacdes da atividade da PON, do tamanho de particula da HDL,
da Incorporacdo de PL na HDL, além de analise de alguns marcadores utilizados no
diagndstico e no controle do tratamento das dislipidemias como HDL-C/apoA e TG/HDL-
C, segundo idade e classificagcdo nos grupos: nao-hipertrigliceridémicos (NHipTRI) e
hipertrigliceridémicos (HipTRI), sendo esse ultimo grupo estratificado em dois niveis, ou
seja, HipTRI com valores de HDL-C < 40mg/dL e HipTRI com valores de HDL-C = 40
mg/dL.

TABELA 3 — Atividade da PON, incorporagao de PL na HDL, tamanho da particula HDL e
marcadores do perfil lipidico em individuos nao-hipertrigliceridémicos e
hipertrigliceridémicos.

NHipTRI HipTRI HipTRI HipTRI

Atividade da PON (nMol
de p-nitrofenol/min/mL) 110 + 66 (26) 105 £ 59 (23) 108 + 54 (15) 106 £ 57 (40)
Tamanho da HDL (nm) 9,47 £0,75(24) 9,64 £ 1,19 (21) 9,62 + 0,69 (14) 9,63 + 1,01 (35)

Incorporagao PL 0,44 +020(12) 052+0,08(13) 048+0,15(11) 0,50 + 0,1 (24)

(HDL/Plasma Total)
HDL-C / apoA 0,29+0,05(26) 0,24 +0,05(23)* 0,26 +0,03(14)* 0,25+ 0,05 (38)*
TG/ HDL-C 218+097 (26) 8,33+4,17 (23)* 5,05+1,58(15)* 6,16 + 1,93 (36)"

Valores em média + desvio padrdo em mg/dL, (n) nimero de amostras analisadas. Teste estatistico One Way ANOVA,
pés-teste de Tukey-Kramer ou Kruskal-Wallis, pds-teste de Dunn quando a distribui¢do foi ndo-paramétrica. Foi
atribuida diferenca significativa entre os grupos quando p < 0,05 (*), para intervalo de confianga de 95%. NHipTRI:
pacientes ndo hipertrigliceridémicos; HipTRI HDL-C < 40: pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C
abaixo de 40mg/dL; HipTRI e HDL-C > 40: pacientes com hipertrigliceridemia ¢ valores de HDL-C igual ou acima
de 40mg/dL; HipTRI: todos os pacientes com hipertrigliceridemia.
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A comparagao da atividade da enzima PON nos diferentes grupos € mostrada na figura
5. Nao houve diferencga entre os grupos para a atividade da PON (p=0,9484). Os dados
de atividade (nMol de p-nitrofenol/mL/min) s&o descritos por média + desvio padrao para:
NHipTRI (110 £ 66), HipTRI HDL-C < 40 mg/dL (105 £ 59) e HipTRI HDL-C = 40 mg/dL

(108 + 54).

150+

Atividade da PON
8

(nMol de p-nitrofenol/mL/min)

Figura 5 - Atividade da PON nas amostras dos 66 individuos, classificados nos trés grupos. Nao houve diferenga
significativa pelo teste estatistico One-way ANOVA e pos teste de Tukey-Kramer, (p=0,9484). Diferenca significativa
quando p < 0,05, para intervalo de confianca de 95%. NHipTRI: pacientes ndo-hipertrigliceridémicos; HipTRI HDL-C
< 40: pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C abaixo de 40mg/dL; HipTRI HDL-C > 40: pacientes
com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C igual ou acima de 40mg/dL
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A figura 6 mostra o tamanho da particula HDL em relagdo aos grupos estudados. Nao
houve diferengca do tamanho da HDL entre os grupos (p=0,8451). Os dados séao
descritos em nanémetros e por média £ desvio padrdo para: NHipTRI (9,47 £ 0,75),

HipTRI HDL-C < 40 mg/dL (9,64 + 1,19) e HipTRI HDL-C =40 mg/dL (9,62 + 0,69).
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Figura 6 — Tamanho da HDL nas amostras de 59 individuos, classificados em trés grupos. Nao houve diferenca
significativa em teste estatistico de Kruskal-Wallis, pos teste de comparacdo multipla de Dunn, (p=0,8451). Diferenca
significativa quando p < 0,05, para intervalo de confianca de 95%. NHipTRI: pacientes ndo-hipertrigliceridémicos;
HipTRI HDL-C < 40: pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C abaixo de 40mg/dL; HipTRI HDL-C >
40: pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C igual ou acima de 40mg/dL.



40

A figura 7 mostra os valores da razdo HDL-C / apoA nos trés grupos estudados. Os
valores deste marcador sdo maiores no grupo NHipTRI do que nos dois grupos
hipertrigliceridémicos. Os dados sao descritos por média + desvio padrao para: NHipTRI
(0,29 £ 0,05), HipTRI HDL-C < 40 mg/dL (0,24 + 0,05) e HipTRI HDL-C =40 mg/dL (0,25

+0,03).
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HDL-C / apoA
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Figura 7 — Razdo HDL-C/apoA nas amostras de 63 individuos, classificados em trés grupos. Houve diferenca
significativa entre o grupo NHipTRI e os grupos hipertrigliceridémicos (***p<0,001 e * p<0,05). Teste estatistico
One-way ANOVA com pos Teste de Tukey-Kramer. Foi atribuida diferenca significativa entre os grupos quando p <
0,05, para intervalo de confianca de 95%. NHipTRI: pacientes ndo-hipertrigliceridémicos; HipTRI HDL-C < 40:
pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C abaixo de 40mg/dL; HipTRI HDL-C > 40: pacientes com
hipertrigliceridemia e valores de HDL-C igual ou acima de 40mg/dL.
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O percentual de incorporagcdo de fosfolipideos na HDL, nos diferentes grupos, é
mostrado na figura 8. Nao houve diferenga de incorporagdo de PL na HDL entre os
grupos (p=0,3284). Os dados sao descritos por média + desvio padrao para: NHipTRI
(43,9 £ 20,50), HipTRI HDL-C < 40 mg/dL (51,6 * 8,26) e HipTRI HDL-C = 40 mg/dL

(48,4 + 14,64).
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Figura 8 — Incorpora¢do de PL na HDL nas amostras de 37 individuos, classificados em trés grupos. Nao houve
diferenca significativa. Teste estatistico Kruskal-Wallis com pos-teste de comparagdo multipla de Dunn, (p=0,3284).
Diferenga significativa entre os grupos quando p < 0,05, para intervalo de confian¢a de 95%. NHipTRI: pacientes ndo-
hipertrigliceridémicos; HipTRI HDL-C < 40: pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C abaixo de
40mg/dL; HipTRI HDL-C > 40: pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C igual ou acima de 40mg/dL
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5.3 Analise de correlagao linear

A figura 9 mostra a analise de correlagao linear entre a atividade da PON (nMol de p-
nitrofenol/mL/min) e a concentragdo de apoA (mg/dL) nos trés grupos estudados. No
grupo NHipTRI houve correlagéo linear positiva (Pearson). Nao houve correlagao linear

nos grupos HipTRI HDL = 40 e HipTRI HDL < 40.

E‘ —
g (@ = (b)
= 250 - E 950 -
%E - L] = E r=0,2744
% 22001 : . r=0,3908 O 5 200+ p=0,3224
oS . p=0,0484* © .
S £ 1507 * 5 150 - . *
-u.E L ) Q= *
S & 22
= o 1004 M S 4,100 e o
< ¢ 2 * :
=] Y e L
2% - $ e 5 501 .
- 0 I T 1 _— |:| . . .
100 150 200 250 200 o5 200 o
apo A (mg/dL) apo A (mg/dL)
= (c)
5250-
=z E . o r=0,0413
o3 2007 *  p=0,3516
= - .
< £ 150 LR
L5 e
S T 100 _—
p=N-1
S 0 *e e oy
E; 504 » *
= ¢
= 0 - T - x ,
= 0 50 100 150 200 250
apo A (mg/dL)

Figura 9 — Analise da correlacdo linear entre a atividade da PON (nMol de p-nitrofenol/mL/min) e a concentracdo de
apoA (mg/dL). Analise de correlagdo linear de Pearson para os trés grupos. Foi atribuida significancia quando p <
0,05, para intervalo de confianga de 95%. NHipTRI com correlagdo linear positiva. (a) NHipTRI: pacientes nao-
hipertrigliceridémicos; (b) HipTRI HDL-C > 40: pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C igual ou

acima de 40mg/dL; (¢) HipTRI HDL-C < 40: pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C abaixo de
40mg/dL.
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A figura 10 mostra a analise de correlagéo linear entre a atividade da PON (nMol de —
nitrofenol/mL/min) e a concentragdo de apoB (mg/dL) nos trés grupos estudados. Houve

correlagao linear positiva no grupo HipTRI HDL = 40 (Pearson). Nao houve correlagao

linear nos grupos NHipTRI e HipTRI HDL < 40.
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Figura 10 — Analise da correlacdo linear entre a atividade da PON (nMol de p-nitrofenol/mL/min) e a concentracdo de
apoB (mg/dL). Analise de correlagdo linear de Pearson para os trés grupos. Foi atribuida significancia quando p <
0,05, para intervalo de confianga de 95%. HipTRI HDL-C > 40 com correlagdo linear positiva. (a) NHipTRI:
pacientes ndo-hipertrigliceridémicos; (b) HipTRI HDL-C > 40: pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-

C igual ou acima de 40mg/dL; (¢) HipTRI HDL-C < 40: pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C
abaixo de 40mg/dL.
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A figura 11 mostra a analise de correlagao linear entre o percentual de incorporagéo de
PL na HDL (%) e a concentracao de apoB (mg/dL) nos trés grupos estudados. Houve
correlagao linear negativa entre a incorporagaéo de PL na HDL e a concentragado de apoB

no grupo HipTRI HDL < 40 (Pearson). Nao houve correlagdo nos grupos NHipTRI e
HipTRI HDL = 40.
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Figura 11 — Analise da correlagdo linear entre o percentual de incorporagdo de PL na HDL (%) e a concentragdo de
apoB (mg/dL). Analise de correlagdo linear de Pearson para os trés grupos. Foi atribuida significancia quando p <
0,05, para intervalo de confianga de 95%. Correlagdo linear negativa no grupo HipTRI HDL-C < 40. Incorp
HDL/Plasma: quantidade de PL-C14 incorporado na HDL a partir do PL-C14 total no plasma. (a) NHipTRI: pacientes
ndo-hipertrigliceridémicos; (b) HipTRI HDL-C > 40: pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C igual ou

acima de 40mg/dL; (¢) HipTRI HDL-C < 40: pacientes com hipertrigliceridemia e valores de HDL-C abaixo de
40mg/dL.
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6. DISCUSSAO

A avaliacdo da casuistica desse estudo, composta unicamente por individuos do sexo
masculino, idade média 51 anos, em relacdo ao sedentarismo e hipertensdo mostrou
valores proximos dos dados descritos pela organizagdo mundial de saude (WHO, 2010)
sobre a populagéo brasileira (Figura 4). A prevaléncia de sedentarismo observada nos
pacientes componentes da casuistica desse estudo, pacientes usuarios do SUS, foi de
58% enquanto os dados da WHO (2010) mostraram 46%, dados relativos a populagao
brasileira em 2008. Em relagdo a hipertensao e diabetes melitus (DM) as prevaléncias
observadas foram 42%, contra 45% e 20%, contra 9,7%, respectivamente (WHO, 2010).
Embora as prevaléncias de hipertensdo sejam semelhantes, no caso da DM, as
prevaléncias mostram distanciamento importante, que poderiam estar atrelados a
diferengas no tamanho de amostra entre os estudos. No entanto, o percentual observado
aqui (20%) esta em acordo com dados do nosso grupo recentemente apresentados no
relatério PPSUS 2009/2012 para casuistica de 2000 individuos em Salvador/Bahia
(Prevaléncia de 18,1%).

Sobre o consumo de alcool, relatam ser etilistas 56%, contra 52% encontrados por
Almeida e Coutinho (1993). Porém, ressalta-se que a amostra daquele estudo foi
composta de ambos os sexos, com faixa etaria de 14 anos até individuos acima de 70
anos, mas mesmo quando considerada a faixa etaria semelhante a este estudo (30 a 70
anos), mantém-se a semelhanga dos resultados com prevaléncia de 52,2% de etilistas
naquele estudo. Segundo revisdo de Brinton (2012), uma ingestdo moderada de alcool,
até 60g ou dois drinks por dia, tem sido associada a diminuigdo do risco para DCV. Na
tabela 1, que estratifica os dados nos grupos né&o-hipertrigliceridémicos (NHipTRI);
hipertrigliceridémicos (HipTRI), HipTRI com HDL-C < 40mg/dL (HipTRI HDL-C<40), e

HipTRI com HDL-C = 40mg/dL (HipTRI HDL-C=>40), em relagcdo ao consumo regular de
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alcool, encontrou-se que 61,5% dos individuos do grupo NHipTRI e 60% do grupo
HipTRI HDL-C=240 relataram fazer uso moderado de alcool, denominados aqui como
etilistas. Ja no grupo HipTRI HDL-C<40 o percentual foi de 42,9%, corroborando dados
da literatura, onde o uso moderado de alcool esta relacionado a maiores niveis séricos
do HDL-C (COSTA et al., 2005; BRINTON, 2012). Pode ser observado que nos
individuos deste estudo os niveis de HDL-C nos grupos NHipTRI e HipTRI HDL-C=40
foram iguais, 47+10 mg/dL e 47+7 mg/dL, respectivamente. J4 no grupo que apresentou
menor prevaléncia de etilistas - HipTRI HDL-C<40 - o nivel foi significativamente menor,
33 £ 4 mg/dL (p<0,0001, Mann Whitney).

Em relagdo ao diabetes observa-se 15,4% de prevaléncia no grupo Nao-HipTRI e 29,4%
nos individuos que apresentaram hipertrigliceridemia (HipTRI) (tabela 1), dados que
falam a favor do aumento no risco para o desenvolvimento da aterosclerose para os
HipTRI. O diabetes n&o controlado e niveis séricos de TG aumentados, frequentemente
estdo associados a elevada concentracdo sérica de LDL pequena e densa, particula com
forte atividade aterogénica (BERNEIS and KRAUSS, 2002; KANNEL and VASAN, 2009).
As prevaléncias do diabetes nos dois grupos hipertrigliceridémicos foram de 18,2% e
34,8%, respectivamente para os grupos HipTRI HDL-C>40 e HipTRI HDL-C<40, neste
ultimo grupo ha menor protecdo para aterosclerose, visto que pacientes diabéticos nao
controlados habitualmente também apresentam hipertrigliceridemia associada a HDL-C
baixo, conforme mencionado, perfil conhecido de maior risco para aterosclerose
(KANNEL and VASAN, 2009).

Ja a tabela 2 mostra que em geral as determinagdes bioquimicas relacionadas com
metabolismo lipidico dos individuos participantes do estudo, CT, TG, HDL-C, VLDL-C,
apoA e apoB apresentaram diferengas entre os grupos NHipTRI, HipTRI HDL-C 240 e
HipTRlI HDL-C<40, conforme esperado em funcdo das alteragdes associadas a

hipertrigliceridemia previamente descritas na literatura cientifica (JACOBSON et al.,
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2007; BOULLART et al., 2012). Destaca-se, porém, que a comparagao entre 0s grupos
em relagcdo a apoA evidencia maiores valores no grupo HipTRI HDL = 40 (180 = 29
mg/dL), quando comparado com o grupo HipTRI HDL < 40 (137 £ 26 mg/dL; p<0,001) e
com o grupo NHipTRI (159 + 21 mg/dL; p<0,05) (tabela 2). Analisando os dados de apoA
juntamente com os valores de HDL-C nos grupos NHipTRI e HipTRI =40 (47 + 10 mg/dL
e 47 + 7 mg/dL, respectivamente), a despeito de apresentarem niveis de HDL-C iguais, o
grupo NHipTRI, em relagdo a agao da HDL, teria perfil de maior protegdo contra DCV,
em razdo de sua populagcdo de particulas de HDL provavelmente se apresentar em
menor numero, mas com didmetros maiores (JIA et al., 2006).

Das capacidades antiateroscleréticas da HDL, muito pode ser atribuido a acao
antioxidante da PON, enzima que age inibindo formagao de hidroperdxidos na superficie
das LDL, na parede dos vasos sanguineos (NAVAB et al., 2004). A figura 5 mostra que
ha similaridade entre as atividades da PON nos grupos estudados. Similaridade que se
mantém mesmo apos corre¢cao da atividade da PON pela concentragao da apoA, com o
objetivo de anular possivel interferéncia da apoproteina nos resultados, conforme ja
publicado por Paragh e colaboradores (2003) (dados ndo mostrados). Segundo Costa e
colaboradores (2005) este fato pode ser encontrado em razédo de fatores ambientais e
polimorfismos, que chegam a causar variagdo da atividade da PON em até 40 vezes
entre individuos. Entretanto, houve correlagéo linear positiva no grupo NHipTRI, e ndo
nos outros grupos, entre as variaveis PON e apoA (r=0,398; p=0,0484; Pearson) (Figura
9), semelhante ao encontrado por Garin e colaboradores (2006), que relataram
significante correlagao entre PON e apoA em individuos livres de DCV, sem encontrar a
mesma correlacdo nos portadores da doenca. Assim pode-se inferir que nossos
pacientes nao-hipertrigliceridémicos se comportam como os individuos livres de DCV
daquele estudo. Deakin et al. (2002) mostraram também associagao entre a atividade da

PON e HDL-C, em fungdo da sua apolipoproteina estrutural (apoAl), onde a apoAl
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participaria do transporte da enzima do figado para a circulagdo. Posteriormente, o
estudo de James and Deakin (2010), confirma a relagdo entre as apoAl e apoAll e a
atividade da PON, sugerindo que as apoproteinas exerceriam influéncia indireta,
sequestrando lipideos oxidados que comprometeriam a atividade da enzima, estando
relacionadas com a estabilidade e funcido da PON, e ndo apenas ao transporte da
enzima.

No grupo HipTRI HDL-C=40, foi observada correlacado linear positiva entre apoB e
atividade da PON (r=0,5678; p=0,0342; Pearson) (Figura 10). Garin e colaboradores
(2006) relatam correlacédo positiva entre concentracdo de LDL-C e atividade da PON,
somente em individuos com doenca vascular, quando comparados com nao portadores
da doenca. Rozek e colaboradores (2005) relatam correlagao positiva entre atividade da
PON e concentracdes de LDL-C e VLDL-C, também em individuos portadores de doenca
vascular carotidea. Nenhum dos dois estudos pesquisou possivel correlacdo entre apoB
e atividade da PON, mas como a apoB é a apoproteina exclusiva das LDL e VLDL,
talvez o grupo HipTRI HDL-C=40 deste trabalho estejam se comportando como os
pacientes portadores de doenca vascular daqueles estudos. Além disto, a concentragao
de LDL-C foi maior neste grupo HipTRI HDL-C=40 do que nos outros grupos estudados.
Por outro lado, em individuos livres de DCV a atividade da PON, com frequéncia, mostra
correlagdo positiva com apoA, HDL-C e colesterol total (BIRIMOHUN et al, 2009).
Entretanto, diferente da casuistica utilizada por outros autores, este estudo segregou os
pacientes de acordo com presenga ou nao de hipertrigliceridemia, sendo assim sao
necessarios novos estudos para verificar quais fatores presentes na hipertrigliceridemia

podem estar influenciando os achados.

Nao foi observada diferenga no tamanho de particula da HDL entre os grupos estudados
(Figura 6), quando determinado diretamente, pelo método de espalhamento de luz, no

equipamento ZetaPALMS (InCor—HCFM/USP). Porém, outra maneira de se estimar o
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tamanho da particula de HDL é pela razdo HDL-C/apo-A (BRINTON, et al., 1994),
utilizando esta razdo HDL-C/apoA, observa-se diferenga significativa entre os grupos
(Figura 7). O maior valor da razao HDL-C/apoA foi observado no grupo NHipTRI (0,29 +
0,05). Nos grupos com hipertrigliceridemia os valores foram: HipTRI HDL-C < 40 mg/dL
(0,24 + 0,05) e HipTRI HDL-C = 40 mg/dL (0,25 £ 0,03). Assim, este trabalho encontra
consonancia com Gou et al. (2005) que encontraram maior frequéncia de pré-p-HDL
(particulas menores) em individuos com hipertrigliceridemia e maior frequéncia de HDL
(particulas maiores) nos individuos normolipidémicos, com destaque para o género
masculino. Outros estudos relatam que as subclasses de HDL apresentam diferentes
capacidades para remover colesterol das paredes dos vasos nos tecidos periféricos
(FORTI and DIAMENT, 2006; LLERA-MOYA et al., 2010). Particulas de HDL menores
estdo associadas a risco maior de DAC, enquanto que particulas maiores de HDL
contribuem para a redugdo no risco cardiovascular (JIA et al., 2006). As diferencas
observadas entre a medida direta do tamanho de particula da HDL e a estimativa de
tamanho podem estar associadas ao tempo de congelamento e transporte das amostras
para a regiao sudeste (/ncor-HCFMUSP), em funcgéo da instabilidade da HDL em relagao

as condi¢des supramencionadas (LIMA and MARANHAO, 2004)

O percentual de incorporacao de fosfolipideos na particula HDL ndo mostrou diferenca
entre os grupos (p=0,3284) (Figura 8), conforme valores mostrados na tabela 3, NHipTRI
(43,9 £ 20,50), HipTRI HDL-C < 40 mg/dL (51,6 * 8,26) e HipTRI HDL-C = 40 mg/dL
(48,4 + 14,64). A metodologia utilizada, in house, baseada nas metodologias de substrato
exdégeno em uso na literatura (STOKKE and NORURM, 1971; CHANNON et al., 1990),
foi desenvolvida para avaliar a incorporacao de PL marcados nas particulas HDL, porém,
embora traga facilidades operacionais em comparagdo com metodologias que
necessitam de particulas doadoras, como lipoproteinas artificiais, ou uso de

ultracentrifugacéo, traz dificuldades em fungédo da atual impossibilidade de comparar os
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dados obtidos com dados de outros estudos. Atualmente estudos avaliam a atividade
indireta da PLTP a partir da capacidade de transferéncia de moléculas marcadas entre
lipoproteinas utilizando micelas, lipossomos e lipoproteinas artificiais como doadoras

(CHEUNG et al., 2009; PUK et al., 2009; AZEVEDO et al., 2011).

A correlagdo linear negativa encontrada entre o percentual de incorporagdo de PL-"“C na
HDL e a concentragcdo de apoB no grupo HipTRI HDL<40 (r=-0,5144; p=0,0290;
Pearson) (Figura 11) pode ser justificada em funcdo deste grupo apresentar o menor
tamanho estimado das particulas de HDL, o que pode ser indicativo de menor
remodelamento das HDL. Conforme ja explanado, na hipertrigliceridemia ha aumento
das concentracdes das lipoproteinas contendo apoB e também espera-se reducio da
concentracédo de HDL-C e do tamanho das particulas de HDL (XU and FU, 2003, GOU et
al., 2005, JIA et al., 2007). Neste grupo, provavelmente, o fato da populagdo de
particulas de HDL apresentar tamanho estimado médio menor as caracteriza como HDL
menos ativas no remodelamento e, portanto, provaveis menos aceptoras de PL-'C.
Além disso, a quantidade de particulas contendo apoB (VLDL, B-VLDL e LDL) pode estar

interferindo por competigéo na incorporagéo de PL-“C na HDL.

6.1. Limitagoes do estudo

O processo de aquisicdo das amostras dos individuos de maneira aleatéria e nao
direcionada, e da utilizacdo apenas das amostras colhidas para realizacdo de
determinagdes de apoio diagndstico de rotina dos pacientes, resultou em baixo numero
de amostras por grupos apés a estratificagdo dos dados, além de pouco volume de
amostra para realizagdo dos procedimentos em alguns pacientes participantes do
estudo. Com isto alguns ensaios ficaram prejudicados, em particular as determinagdes

da incorporacdo de PL-14C e do tamanho das particulas HDL. Para a determinacédo do
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tamanho médio das particulas as amostras foram enviadas para Sao Paulo (/ncor-
HCFMUSP). Em razao de logistica, foi necessario o congelamento de nimero minimo
razoavel para o envio. O congelamento, tempo e condigbes de transporte podem ter
interferido na qualidade do teste realizado. A determinacdo da incorporacdo de PL-14C
na HDL pode ter apresentado falhas metodoldgicas, por ser uma técnica in house,
embora todo o cuidado necessario tenha sido tomado, sugerindo a necessidade de
aprimoramentos, sendo também importante considerar o pequeno numero amostral para
obtencdo de conclusdes convincentes. Além disso, o estudo apresenta as limitacdes
caracteristicas de estudos de corte transversal como impossibilidade de testar hipotese,
nao demonstrar temporalidade entre exposicdo e doenca, além de nao permitir

determinar incidéncias limitando-se as prevaléncias dos agravos.
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7. CONCLUSAO

Este estudo mostrou semelhangca na atividade da PON entre pacientes nao-
hipertrigliceridémicos e hipertrigliceridémicos, mesmo com estratificagcdo por nivel de
HDL-C, porém os diferentes comportamentos da PON frente a correlagdes, como por
exemplo, com o0s niveis séricos de apoB, somente observada no grupo
hipertrigliceridémico com HDL-C = 40, e sua correlagdo com apoA, observada apenas no
grupo nao-hipertrigliceridémico, nos leva a sugerir, neste caso, que a atividade da PON
pode ser influenciada por niveis de TG. O tamanho estimado de particula da HDL foi
inversamente relacionado a presenga de hipertrigliceridemia, variando também, como
esperado, em relagcado aos niveis séricos de HDL-C, o que confirma a influencia do nivel
de TG no remodelamento da HDL. Na incorporagéo de PL-'C na HDL foi observada
tendéncia (p=0,0768) para diferenga entre os grupos, o que aponta para possivel

influéncia dos niveis de TG também na incorporagao de PL-14C na HDL.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Para novos estudos, determinar a atividade e massa da enzima PLTP em paralelo a
técnica utilizada para avaliar a capacidade de incorporagao de PL, no intuito de avaliar o
comportamento entre grupos nao-hipertrigliceridémicos e hipertrigliceridémicos.
Determinar também, as atividades das enzimas LPL e LH, visto que as mesmas estao
diretamente envolvidas na catalise dos trigliceridios, e consequentemente, interferem

conjuntamente no remodelamento da HDL no plasma.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E PRE-ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE ... e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ... SEXO: (M Z()FZ
DATA NASCIMENTO.: ........ [ l......

ENDEREGCO ... NO APTO...........
BAIRRO ... CIDADE:........coiiiiieee
CEP:... TELEFONE: DDD (............ ) e

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.)..........coccuuuiiiiieiiiiiiiieeeee e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE ... SEXO:MZF Z

DATA NASCIMENTO.: ..o/

ENDERECO: ... coooeeeeeeeeeeeeeeeeee e N oo, APTO: ..o,

BAIRRO: ..o CIDADE: ..o
CEP: oo, TELEFONE: DDD (............ Yoo eeee e e e ee e e ee e ee e e r e

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

ATIVIDADE DA PARAOXONASE / ARIL-ESTERASE (PON) E INCORPORAGAO DE
FOSFOLIPIDEOS EM PARTICULAS DE HDL NA HIPERTRIGLICERIDEMIA HUMANA.

Pesquisador: Prof. Dr. RICARDO DAVID COUTO (Coordenador)

Cargo/Funcao: Professor adjunto 1V do Dep. de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade
de Farmacia da Universidade Federal da Bahia, MAT. SIAP. 1490663

Inscrigdo no Conselho Federal de Farmacia — BA N° 2884

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
( )SEM RISCO ( )RISCO MINIMO ( )RISCO MEDIO

() RISCO BAIXO ( )RISCO MAIOR

Il - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. Justificativa — Para uma melhor compreensao das doengas cardiovasculares é importante
estudar a presencga de marcadores de risco cardiovascular que possam ajudar no diagnostico
precoce e propiciar agdes preventivas na saude publica.

2. Objetivos da pesquisa — Avaliar a capacidade de incorporacgao de fosfolipideos na HDL e
atividade antioxidante da PON como marcadores plasmaticos de remodelamento da HDL e
transporte reverso do colesterol na presenca hipertrigliceridemia.

3. Protocolo experimental — Amostras de sangue serao coletadas e posteriormente
encaminhadas para o laboratério de pesquisa especializado para a realizagcéo do estudo.
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ANEXO 1
4. Avaliacao do grau de risco — Todos os procedimentos n&o acarretario riscos de
contaminacao para os participantes, nem qualquer tipo de problema para sua saude.

5. Beneficios — A pesquisa visa comprovar riscos para o desenvolvimento da doengas
cardiovasculares, melhorando a prevencao através da identificagéo precoce dos fatores e
marcadores de risco.

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

1. Acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas. Sim

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia. Sim

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. Sim

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

Prof. Ricardo David Couto.
Coordenador - Contatos: Tel.xx71-3283-6952/8093/8095, Cel. xx71-9963-8131

Farmacéutico — Bioquimico: Marcos Soares Vieira.

Mestrando do CPqGM/Fiocruz

Hospital Naval de Salvador

Pesquisador — Contatos: Tel. xx71-3415-2469, Cel. xx71-9178-1604

VI. OBSERVAGOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Salvador, ........ de..cooeveennn. de 2011.

Assinatura do sujeito da pesquisa ou reponsavel legal



, ANEXO 2
QUESTIONARIO.

CENTRO DE PESQUISAS GONGALO MONIZ - FIOCRUZ
LABORATORIO DE PESQUISA EM BIOQUIMICA CLINICA - UFBA

QUESTIONARIO DE PESQUISA

Paciente n°

Nome

Comorbidades Associadas

Fatores de risco para doenga cardiovascular:

Tabagismo: ( )Sim ( )Nao
Obs:

Bebida Alcodlica: ( ) Sim ( ) Nao
Obs:

Atividade Fisica: ( ) Sim ( )Nao
Obs:

Hipertensao arterial: ( ) Sim ( ) Nao
Obs:

Diabetes: ( ) Sim () Nao
Obs:

Hereditariedade: ( ) Sim () Nao
Obs:




