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Otimizacdo e aplicagdo da quantificacdo do colesterol da lipoproteina de baixa densidade
pequena e densa (sd-LDL-C)

RESUMO

A elevacdo sérica do LDL-colesterol (LDL-C) esta bem estabelecida
como importante fator de risco para as doencas cardiovasculares (DCV).
No entanto, foi demonstrado que as caracteristicas qualitativas da LDL
também desempenham papel importante no desenvolvimento da doenca
cardiaca, particularmente a predominancia da subfragdo pequena e densa
de LDL (sd-LDL, do inglés small, dense LDL) (padrdo ou fenotipo B),
composta por particulas de didmetro menor que 25,5 nm e faixa de
densidade entre 1,044 e 1,063 g/mL. Tendo em vista a importancia da
sd-LDL para as DCV e a dificuldade metodolégica para a sua
quantificacdo, o objetivo deste estudo foi aprimorar a metodologia para
a determinacdo desta subfracdo visando a sua inser¢cdo na rotina
laboratorial. A sd-LDL foi isolada pelo método de precipitagdo com
heparina e magnésio e quantificada no sobrenadante aplicando o método
homogéneo para LDL-C. A otimizacdo do método de precipitacdo foi
feita no sentido de promover a sedimentacdo de lipoproteinas em
amostras lipémicas, as quais ndo formam pellet. Para tanto, foram
utilizadas estratégias como filtragdo, adicdo de surfactantes na amostra,
aumento da concentracdo de polianions e cations divalentes e diluicdo
do soro. Para confirmar a equivaléncia do método de precipitacdo foram
feitos ensaios em paralelo pelo método de referéncia, por
ultracentrifugacdo. Apos a confirmacédo desta associacdo, foi avaliada a
concentracdo de sd-LDL-C em amostras de soro de individuos
normolipidémicos, dislipidémicos e diabéticos. Para detectar diferencas,
foram utilizados o teste t pareado de Student, ou o teste de Wilcoxon,
nos ensaios de otimizacdo; a regressdo linear simples e a correlacdo de
Pearson na confirmacdo da associa¢do entre 0os métodos; e o teste t para
amostras independentes, ou o teste de Mann-Whitney, na comparacdo
do sd-LDL-C entre os grupos de individuos. As amostras de soro se
mantiveram estaveis a 4 e -20 °C pelos periodos de 4 e 15 dias,
respectivamente, enquanto o reagente de precipitacdo se manteve
inalterado durante o periodo avaliado de sete meses. Dentre as
estratégias de otimizacdo do método de precipitacdo avaliadas, a
diluigdo do soro foi a que forneceu resultados mais promissores, sendo
que o diluente que se mostrou mais eficaz em promover a sedimentagdo
das amostras lipémicas foi o tampdo fosfato 100 mmol/L pH 8,5. O
método de precipitacdo apresentou boa associagdo com a
ultracentrifugacdo (y = -2,22 + 0,99x, r = 0,791, p < 0,0001). A
guantificacdo sérica do sd-LDL-C foi realizada em 137 individuos
normolipidémicos, 191 dislipidémicos (sendo 68 em tratamento com
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hipolipemiantes), e 106 pacientes com diabetes mellitus tipo 2. Os
individuos dislipidémicos sem tratamento, os dislipidémicos sob
tratamento e os pacientes diabéticos apresentaram concentragdo de sd-
LDL-C em média 2, 25 e 2,6 vezes maior que os individuos
normolipidémicos, respectivamente (p < 0,05). Entre os individuos
normolipidémicos, houve predominancia de sd-LDL-C (padrdo B, >
50% do LDL-C total) em 2,2% dos participantes e o padréo
intermediario (40-50% da LDL total) em 9,5%. A estratificacdo por
faixa etéria, revelou que existe, em média, aumento de 8,3% na
concentragdo de sd-LDL-C (2 mg/dL) a cada 10 anos de idade (p <
0,05). Os homens de 18 a 28 anos apresentaram concentracdo de sd-
LDL-C, em média, 24% maior do que as mulheres de mesma faixa
etaria (p < 0,05), assim como as mulheres de 40 a 78 anos também
possuem valores de sd-LDL-C superiores em relacdo as mulheres mais
jovens (p < 0,05). Os individuos dislipidémicos sob tratamento
apresentaram concentracdo de sd-LDL-C 25,8% menor, quando
comparados aqueles sem tratamento (p < 0,0001). Dentre os individuos
dislipidémicos sem tratamento, aqueles com hiperlipidemia mista tém
concentracdo de sd-LDL-C 36,6% maior do que os individuos com
hipercolesterolemia. A concentracdo de sd-LDL-C nos pacientes
diabéticos apresentou correlagdo positiva com a concentracdo de
hemoglobina glicada (r = 0,305; p = 0,001). Os valores de sd-LDL-C de
todos os participantes apresentaram correlacdo positiva com o indice de
aterogenicidade (log TG/HDL-C; r = 0,503, p < 0,0001). Em resumo, no
presente estudo aperfeigoamos um método prético e de custo acessivel,
0 qual podera ser utilizado na rotina laboratorial para a identificacdo de
risco aumentado para as DCV, bem como para 0 acompanhamento da
concentracdo de sd-LDL em grupos de risco, como diabéticos e
dislipidémicos.

Palavras chave: LDL pequena e densa, quantificacdo laboratorial,
método de precipitacdo, otimizacéo, dislipidemias, diabetes tipo 2, risco
cardiovascular, colesterol.



Optimization and application of a method for the measurement of the small dense low-
density lipoprotein-cholesterol (sd-LDL-C)

ABSTRACT

High levels of LDL-cholesterol (LDL-C) are well established as an
important risk factor for cardiovascular diseases (CVD). However, it has
been shown that qualitative characteristics of LDL may also play an
important role in the development of heart diseases, particularly in view
of the predominance of small dense LDL (sd-LDL) (pattern or
phenotype B), with particle size less than 25.5 nm and density range
between 1.044 and 1.063 g/mL. Taking into account the importance of
sd-LDL for CVD, as well the methodological difficulties for its
quantification, the aim of this study was to improve a method of sd-
LDL-C measurement in order to include such assay in the clinical
practice routine. The sd-LDL was isolated by the precipitation method
with heparin and magnesium and quantified in the supernatant using the
homogeneous direct method for LDL-C. The optimization of the
precipitation method was carried out in order to promote the
sedimentation of lipoproteins in hyperlipemic serum, which did not
form pellets. For this purpose, we used the following strategies:
filtrarion, addition of surfactants in the sample, increasing the
concentration of polyanions and divalent cations, and serum dilution.
Measurements of sd-LDL-C were also carried out by heparin-
magnesium precipitation and ultracentrifugation to confirm the
equivalence between methods. Thereafter, sd-LDL-C levels were
evaluated in serum of normolipidemic or dyslipidemic subjects, and
diabetic patients. To detect differences, we used Student's paired t test,
or Wilcoxon’s test, in the optimization assays; simple linear regression
and Pearson correlation to confirm the association between methods;
and Student’s t test for independent samples, or Mann-Whitney’s test,
for comparison of sd-LDL-C among groups of individuals. Serum
samples were stable at 4 and -20 °C for the periods of 5 and 15 days,
respectively, while the heparin-magnesium reagent remained stable
during the study period of 7 months. Among the strategies for
optimization of the precipitation method, the serum dilution provided
the most promising results and, in addition, 100 mmol/L phosphate
buffer, pH 8.5, was more effective in promoting sedimentation of
hyperlipemic samples. The precipitation assay showed good correlation
with ultracentrifugation (y = -2.22 + 0.99 x, r = 0.791, p < 0.0001).
Serum levels of sd-LDL-C were measured in 137 normolipidemic
subjects, 191 dyslipidemic (68 on lipid-lowering therapy) and 106
patients with type 2 diabetes mellitus. Dyslipidemic individuals,
dyslipidemic patients on lipid-lowering treatment and diabetic patients
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had sd-LDL-C levels 2, 2.5 and 2.6-fold, respectively, higher than that
of normolipidemic subjects (p < 0.05). There was a predominance of sd-
LDL-C (pattern B, > 50% of total LDL) in 2.2% of normolipidemic
individuals, and the intermediate pattern (40-50% of total LDL) in 9.5%.
Stratification by age showed sd-LDL-C increase of 8.3% (or 2 mg/dL),
in average, at each 10 y (p < 0.05). Young male (18-28 y) showed sd-
LDL-C levels 24% higher, in average, than those of female at similar
age (p < 0.05), as well as female aged 40 to 78 y also have enhanced sd-
LDL-C values in relation to younger ones (p < 0.05). Dyslipidemic
individuals on lipid-lowering therapy presented levels of sd-LDL-C
25.8% lower than those not receiving drugs (p < 0.0001). Dyslipidemic
subjects with combined hyperlipidemia had concentration of sd-LDL-C
36.6% higher than that of hypercholesterolemic subjects. Levels of sd-
LDL-C in diabetic patients were positively correlated to glycated
hemoglobin values (r = 0.305, p = 0.001). Serum concentration of sd-
LDL-C of all volunteers had positive association with the atherogenic
index (log TG/HDL-C; r = 0.503, p < 0.0001). In summary, in the
present study we improved a practical and inexpensive assay for
measurement of sd-LDL-C, which could be used in the laboratory
routine to identify increased risk for CVD development, and/or
monitoring sd-LDL-C levels in subjects of high risk, such as diabetic
and dyslipidemic patients.

Keywords: Small dense LDL, laboratory assay, precipitation method,
optimization, dyslipidemia, type 2 diabetes, cardiovascular risk,
cholesterol.
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1 INTRODUCAO

1.1 Apresentacdo do estudo

No século XX, observou-se mudanca nos padrdes de
morbimortalidade da populacdo brasileira.  Dentre as tendéncias
observadas, destacam-se a diminuicdo da mortalidade por doencas
infecciosas e parasitarias e o aumento da mortalidade por doengas
cronico-degenerativas. As doencgas cardiovasculares (DCV), sendo as
primeiras dentre as doengas cronico-degenerativas, apresentaram taxa de
146,4 mortes por 100.000 habitantes em 1999, seguidas pelas causas
externas e pelas neoplasias, com taxas de 70,2 e 66,4, respectivamente
(CARMO; BARRETO; DA SILVA, 2003). Atualmente, a doenca arterial
coronariana é a segunda causa cardiovascular de morte no Brasil, mas a
primeira em S&o Paulo, estado e capital, e em outras capitais (LESSA,
2003). A doenca arterial coronariana (DAC) é uma das trés
manifestacdes da DCV, incluindo também o acidente vascular cerebral e
doenca vascular periférica. Estudos de caso-controle e estudos
epidemiolégicos prospectivos demonstraram que o LDL-colesterol
(LDL-C) é um fator de risco independente e modificAvel para DCV.
Todavia, existe um grande nimero de pacientes com DCV que possuem
valores desejaveis de LDL-C, indicando, assim, a presenca de outros
fatores envolvidos na génese e progressdo dessa doenca. De fato, a LDL
ndo € uma entidade Unica, mas, um grupo heterogéneo de particulas
variando em tamanho e densidade, podendo ocorrer o predominio de
particulas menores e mais densas que sdo mais aterogénicas (ZHAO et
al., 2009). O aumento da aterogenicidade dessas particulas, denominadas
LDL pequena e densa (sd-LDL, do inglés small, dense LDL), é devido a
diminuicdo de afinidade pelo receptor da LDL, resultando em menor
captagdo da lipoproteina pelo figado; maior infiltragdo na camada
subendotelial das artérias; mudancas na conformacéo da apolipoproteina
B e maior susceptibilidade a oxidacdo devido a diminuicdo no seu
contelido antioxidante (ZHAO et al., 2009; BETTERIDGE, 1997).
Considerando que o tamanho da particula esta inversamente associado a
sua aterogenicidade, pacientes com predominéncia de sd-LDL tém um
perfil mais aterogénico do que aqueles que possuem LDL grande e leve
(Ib-LDL, do inglés large buoyant LDL), apesar de possuir concentragdes
idénticas de LDL-colesterol (ZHAO et al., 2009).

Tendo em vista a importancia da sd-LDL para a DCV e a
inexisténcia de métodos laboratoriais de baixo custo, se faz necessério o
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desenvolvimento de método de quantificacdo, ou a melhoria de métodos
ja existentes e usuais apenas em pesquisa clinica, que seja de facil
aplicacdo na rotina laboratorial. Além disso, é importante o
estabelecimento de valores de referéncia para a populagdo saudavel,
para que, futuramente, este parametro seja incluido na avaliagcdo
laboratorial do perfil lipidico de pacientes e individuos com risco para a
DCV, melhorando, assim, a prevencdo e o acompanhamento desta
doenca.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DOENCAS CARDIOVASCULARES
2.1.1 Lipoproteinas

Devido a necessidade de transporte dos lipideos no meio aquoso
do plasma sanguineo para varios tecidos, os lipideos sdo agrupados em
particulas juntamente com proteinas, chamadas lipoproteinas. As
lipoproteinas sdo complexos macromoleculares de lipideos (colesterol,
triglicerideo,  fosfolipideos e acidos graxos) e  proteinas
(apolipoproteinas e enzimas) (MARSHALL & BANGERT, 1995). Cada
lipoproteina contém um ndcleo lipidico hidrofébico, constituido
primariamente de ésteres de colesterol e triglicerideos. Esse nicleo é
recoberto por uma camada composta de apolipoproteinas, fosfolipides e
colesterol livre (ndo-esterificado). Os componentes polares da superficie
conferem solubilidade a particula, o que torna possivel o transporte na
circulacdo sanguinea de ésteres de colesterol e triglicerideos, altamente
insolUveis no meio aquoso (BISHOP, ENGELKIRK & FODY, 1996).

As lipoproteinas sdo classificadas com base na sua densidade,
obtidas na separacdo por ultracentrifugacdo (Fig. 1) (MARSHALL, 1995;
MARSHALL & BANGERT, 1995). As cinco principais classes de
lipoproteinas sdo quilomicrons, lipoproteina de densidade muito baixa
(VLDL, do inglés Very Low-Density Lipoprotein), lipoproteina de
densidade intermedidria (IDL, Intermediate Density Lipoprotein),
lipoproteina de baixa densidade (LDL, Low-Density Lipoprotein) e
lipoproteina de alta densidade (HDL, High-Density Lipoprotein).
Nenhuma classe de lipoproteinas apresenta uma composicdo
homogénea, sendo cada uma delas representada por um conjunto de
particulas de diferentes tamanhos e densidades (MARSHALL &
BANGERT, 1995). As lipoproteinas também diferem quanto a sua
composicdo quimica, tamanho e potencial aterogénico. Os quilomicrons
sdo as maiores lipoproteinas, com diametro de 80-1200 nm e faixa de
densidade < 0,95 g/mL. Sdo as principais transportadoras de
triglicerideos  (TG) ex6genos, 0s quais correspondem a
aproximadamente 90% da sua composicdo. A VLDL também ¢é rica em
triglicerideos (cerca de 50% da sua composicdo), sendo a principal
transportadora do triglicerideo enddgeno (sintetizado no figado), possui
didmetro de 40-80 nm e faixa de densidade entre 0,95-1,006 g/mL. A
IDL, lipoproteina que surge a partir do metabolismo da VLDL, contém
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guantidades semelhantes de triglicerideos e colesterol, com didmetro de
25-35 nm e faixa de densidade de 1,006-1,019 g/mL. A LDL é a
lipoproteina mais rica em colesterol (cerca de 50%), diametro de 18-25
nm e faixa de densidade de 1,019-1,063 g/mL. A HDL apresenta a
maior composi¢do protéica dentre todas as lipoproteinas e possui
didmetro de 5-12 nm e faixa de densidade de 1,063-1,21 g/mL (BISHOP,
ENGELKIRK & FODY, 1996).

0,95 \
VDL < 8§
W, 1€
1,006 4 ) -
- | ’ J I | I
E IDL | ___/‘.:'----{_ " y |
[=} - ]
g 1o2f Remanescentes |
fr'f LDL v de quilomicrons ."
(7] \ |
é ! Quilomicron
1,06 _
.':‘_'J
1,10  HOL O~
._l_\__:J
120 ¥
| | L , I
5 10 20 a0 50 30 1,%000
Diametro, nm

Figura 1. Distribuicdo das principais classes de particulas de lipoproteinas no plasma
humano de acordo com a sua densidade e tamanho. As lipoproteinas sdo classificadas de
acordo com a sua densidade e tamanho, que sdo inversamente relacionados. VLDL,
lipoproteinas de densidade muito baixa; IDL, lipoproteinas de densidade intermediéria; LDL,
lipoproteinas de baixa densidade; HDL, lipoproteinas de alta densidade. Retirado de Fauci et
al., 2009.

2.1.2 Dislipidemias

Modificacdes no metabolismo das lipoproteinas desencadeiam
alteragdes nas suas concentragdes plasmaticas, provocando o surgimento
das dislipidemias, as quais, por sua vez, favorecem o desenvolvimento
das DCV. A classificacdo laboratorial das dislipidemias compreende
quatro situacfes bem definidas: hipercolesterolemia isolada (valores
aumentados de CT); hipertrigliceridemia isolada (valores aumentados
dos TG); hiperlipidemia mista (valores aumentados de CT e de TG); e a
diminuicdo de HDL-colesterol (HDL-C), isolada ou em associa¢do com
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aumento de LDL-C e/ou de TG. De acordo com a etiologia, as
dislipidemias podem ser primarias — consequentes a causas genéticas — e
secundarias — causadas por outras doencas, uso de medicamentos ou
estilo de vida (IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemia e Aterosclerose,
2007). Dentre as dislipidemias priméarias, a hiperlipidemia familiar
combinada é a mais prevalente e esta associada ao aumento de 2-5 vezes
no risco de DCV. A hiperlipidemia familiar combinada é caracterizada
por diversos fendétipos, incluindo aumento de colesterol total e de LDL-
C, aumento de triglicerideos ou diminuicdo de HDL-C. E comum
também o aumento na concentracdo plasmatica da apolipoproteina B-
100 e a presenca de sd-LDL, também conhecido como padrdo, ou
fenotipo, B (HOKANSON et al., 1995; HOKANSON et al., 1993; GRUNDY
et al., 1987). A prevaléncia desse fen6tipo é de aproximadamente 30%
em homens adultos normolipidémicos, 5-10% em homens e mulheres
jovens com menos de 20 anos e 15-25% em mulheres ap6s a menopausa
(AUSTIN et al., 1990; CAMPOS et al., 1992; SELBY et al., 1993). Foi
demonstrado que o tamanho da LDL é geneticamente influenciado em
diferentes graus (35-45% com base em heranca autossdmica dominante
ou modelos co-dominantes), com varios efeitos adicionais e poligénicos
(AUSTIN, 1992). Assim, fatores ndo-genéticos e comportamentais
também influenciam a expresséo do fendtipo B (R1ZZO et al., 2003).

2.1.3 Aterosclerose

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria cronica de origem
multifatorial que ocorre em resposta a agressdo endotelial, acometendo
principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre.
Os dados disponiveis sugerem que a dislipidemia aterogénica, o
processo inflamat6rio vascular e o estresse oxidativo sdo os principais
mecanismos relacionados ao desenvolvimento da aterosclerose e suas
complicagbes (R1ZZO et al., 2009). A andlise dos primeiros eventos
celulares na aterogénese demonstrou um tipo especializado de resposta
inflamatdria cronica que antecede a migracdo e a proliferacdo das
ceélulas da musculatura lisa arterial. Os primeiros eventos incluem
aumento do aclmulo de lipideos e lipoproteinas no espaco
subendotelial, presumivelmente por acréscimo do transporte e/ou
permeabilidade da membrana endotelial. Este evento é rapidamente
seguido pela aderéncia e disseminacdo de mondcitos e de linfocitos T
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do sangue periférico. Estas células se aderem ao endotélio devido a
elevacdo na sintese e expressdo de moléculas de adesdo, como
glicoproteinas, na superficie das células endoteliais. Assim, uma das
primeiras mudangas induzidas pela hipercolesterolemia e/ou hipertensdo
parece ser a alteracdo da permeabilidade endotelial, juntamente com a
adesdo de leucdcitos, representando a primeira fase da resposta
inflamatdria. Devido a atragdo quimiotatica, os leucocitos migram
através dos espacos entre as células endoteliais adjacentes, processo
conhecido como diapedese, para 0 espaco subendotelial, onde comegam
a se acumular na camada intima (Fig. 2) (ROSS, 1999).

Na presenca de LDL modificada por espécies reativas de
oxigénio efou de nitrogénio (LDL oxidada), os mondcitos séo
convertidos em macrofagos e através dos seus receptores scavengers
captam esta LDL modificada e se transformam em células espumosas.
A formagdo e o acumulo continuo de células espumosas na intima
levam a lesdo aterosclerética inicial, a estria gordurosa. Se o agente
agressor, como a hipercolesterolemia ou outro fator de risco, persistir,
entdo a resposta inflamatoria também continuara. Assim, o processo que
comegou como resposta inflamatdria e protetora pode se tornar deletério
para as células da parede arterial e, se a resposta continuar por tempo
suficiente, pode ocorrer remodelamento da lesdo com a formacdo de
capa fibrosa. A capa consiste de numerosas células musculares lisas,
cercadas por colageno, fibras elésticas e proteoglicanos, juntamente
com diferentes quantidades de restos celulares necréticos, lipideos intra
e extracelulares e, principalmente, grande quantidade de tecido
conjuntivo recém formado (ROSS, 1998).

Mudancas nas caracteristicas da superficie da capa fibrosa, tais
como ulceragdo ou ruptura, levam & formagéo de trombo plaquetario
gue pode causar a morte stbita ou conduzir a progressdo da lesdo
comprometendo o fluxo sanguineo local (ROSS, 1999; ROSS, 1997). O
fluxo sanguineo coronariano inadequado pode causar isquemia e dor
(angina pectoris) e, se for severo o suficiente, pode provocar completa
isquemia e necrose de parte do muisculo cardiaco (infarto do miocéardio)
ou do cérebro (acidente vascular cerebral). A maioria dos casos de
angina pectoris e infarto do miocérdio sdo atribuidos & aterosclerose
coronariana subjacente severa (COHN & ROTH, 1996). As lesGes
aterosclerdticas sdo responsaveis por alteragdes cardiacas que, além do
infarto do miocéardio, podem levar ao derrame cerebral, & gangrena e a
perda de funcdo na vascularizacdo periférica (ROSS, 1995).
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Figura 2. Principais fases da aterogénese: migragao e adesdo leucocitéria; formagéo das células
espumosas; formacdo da camada fibrosa e ruptura da placa. Adaptado de Ross (1999).

2.1.4 LDL pequena e densa
2.1.4.1 Origem metabdlica

Conforme mencionado anteriormente, as particulas de LDL séo
compostas por espécies distintas que apresentam propriedades fisico-
guimicas heterogéneas e consistem de trés principais subclasses: LDL
grande e leve (Ib-LDL), LDL intermediaria e, LDL pequena e densa (sd-
LDL). Essas subclasses diferem em tamanho, densidade, composi¢do
quimica, propriedades oxidativas e aterogénicas (KONTUSH et al., 2003;
KRAUSS, 2001; TRIBBLE, 2001). O tamanho da LDL esta relacionado a
atividade de enzimas lipoliticas, como por exemplo, 0 aumento da
atividade da lipase hepatica acarreta a predominéncia de particulas de
LDL menores (ZAMBON et al., 1999) enquanto individuos com
deficiéncia total ou parcial desta enzima apresentam particulas de LDL
maiores e menos densas (AUWERX et al., 1989).

Quando as concentragdes plasmaticas de triglicerideos estdo
elevadas, mesmo que modestamente, torna-se importante a reacdo
catalisada pela proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP),
na qual moléculas de triglicerideos provenientes do nucleo de
lipoproteinas ricas em triglicérides (principalmente VLDL) sdo trocadas
por moléculas de éster de colesterol no nicleo da LDL. Quando a LDL



36

grande perde colesterol e ganha triglicerideos, a particula se torna
substrato para a lipase hepética e pode, como resultado da hidrélise de
triglicerideos do ndcleo e remodelagdo estrutural, se transformar em
particulas menores e mais densas de LDL (Fig. 3) (OTVOS et al., 2002).

Menos colesterol por particulaque o “normal”

. .

I N
LDLgrande LDLgrande LDL pequena LDL pequena
LP rica
em TG
—
T
CETP
Nducleo com Nucleo com Nucleo com Nucleo com
composi¢ao deplecdo de composi¢ao deple¢do de
lipidica normal colesterol lipidica normal colesterol

- (steres de colesterol S Triglicerideos

Figura 3. Origem metabdlica das subfragdes de LDL contendo menos colesterol.
CETP = proteina de transferéncia de ésteres de colesterol, LH = lipase hepatica, LP =
lipoproteina, TG = triglicerideos. Adaptado de Otvos et al. (2002).

2.1.4.2 Sd-LDL e risco para DAC

A elevacdo sérica de LDL-C esta bem estabelecida como
importante fator de risco para a DAC (SATTAR, PETRIE & JAAP, 1998).
Recentemente, foi demonstrado que as caracteristicas qualitativas da
LDL também desempenham papel importante no desenvolvimento da
doenca cardiaca, particularmente em vista da predominancia da
subfracdo sd-LDL. A atribuicdo de maior potencial aterogénico a
subfracdo pequena e densa se deve a sua maior facilidade de penetracdo
na camada subendotelial da artéria, menor afinidade pelos receptores
cléssicos da LDL, meia-vida plasmatica prolongada e maior
susceptibilidade a oxidagdo (KOBA et al., 2008; OGITA et al., 2008;
OGITA etal., 2007; KOBA et al., 2006).

O aumento na concentragdo plasmatica da sd-LDL foi
demonstrado em individuos com adiposidade abdominal (TERRY et al.,
1989), em mulheres que usam contraceptivo oral (de GRAAF et al., 1993),
individuos com sindrome metabodlica (NOZUE et al., 2007) e mulheres
com sindrome do ovario policistico (WILD et al., 2011; DOI et al., 2008).
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Fatores dietéticos também sdo importantes. Foi relatado que dieta pobre
em gordura e rica em carboidrato pode induzir o fen6tipo B em pessoas
geneticamente propensas (DREON et al., 1997). Além do padrdo B ser
normalmente encontrado em pacientes com hiperlipidemia familiar
combinada, ele estd presente também na hiperapobetalipoproteinemia
(TENG et al., 1983), na hipoalfalipoproteinemia (GENEST et al., 1993), em
pacientes com artrite reumatéide (RIZZO et al., 2009), hipotireodismo
(ABBAS et al., 2008), lupus eritematoso sistémico (NUTTALL et al., 2003)
e em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (RIZZO & BERNEIS, 2007;
WIERZBICKI, 2006; BETTERIDGE, 1996). Devido a maior
aterogenicidade desta subclasse de LDL (KOBA et al., 2002; TRIBBLE et
al., 2001; AUSTIN, 2000), existe grande interesse na quantificacdo da
concentracdo plasmatica de sd-LDL, incluindo o desenvolvimento de
metodologias vidveis para a rotina laboratorial.

2.1.4.3 sd-LDL e hipolipemiantes

Dentre os hipolipemiantes, as estatinas apresentam maior impacto
na reducdo do LDL-C e, por isso, seu efeito sobre a sd-LDL tem sido
igualmente estudado. Foi relatado que o tratamento com fluvastatina
aumentou em 7,9% o tamanho das particulas de LDL em pacientes
diabéticos (YOSHINO, HIRANO & KAZUMI, 2002). Baldassarre et al.
(2005) mostraram que em individuos com DAC comprovada ou mais de
dois fatores de risco, o tratamento com 10 mg de atorvastatina
promoveu reducdo de 28% na concentracdo de sd-LDL e 45% com as
doses de 20 e 40 mg. Da mesma forma, pacientes com sindrome
metabdlica sob tratamento com rosuvastatina tiveram reducdo de 70%
na concentragdo de sd-LDL, diminui¢do de 43,5% com atorvastatina e
reducdo de 50% sob tratamento com outras estatinas (BAHADIR et al.,
2009). Os fibratos séo potentes redutores de TG e o seu efeito na reducédo
da sd-LDL vem sendo estudado em comparacdo ao efeito das estatinas.
A utilizacdo de pitavastatina em pacientes diabéticos promoveu reducéao
de 26% na concentracdo de sd-LDL enquanto o tratamento com
fenofibrato provocou diminuicdo de 23% (TOKUNO et al., 2007).



38

2.1.4.4 Métodos de quantificacdo da sd-LDL

2.1.4.4.1 Eletroforese por gradiente em gel sem desnaturacédo
(NDGGE)

Em laboratérios de pesquisa, 0 tamanho da particula de LDL é,
normalmente, medido por eletroforese em gel de poliacrilamida,
conforme descrito por Krauss e Burke (1982). No entanto, este
procedimento requer periodo de tempo prolongado para a analise e ndo
permite a determinacdo quantitativa da sd-LDL. Atualmente, existem
conjuntos diagnosticos para eletroforese em gel disponiveis
comercialmente, como o sistema Lipoprint® para subfra¢des de LDL
(Quantimetrix Cooporation, Redondo Beach — CA, EUA) que reduzem
0 tempo de andlise de 24 para 2,5 horas e fornecem outras informacdes
relacionadas & sd-LDL, além da medida do tamanho médio das
particulas de LDL, como a percentagem de sd-LDL, mobilidade relativa
(Rf) e identificacdo do padrdo fenotipico com base no tamanho das
particulas de LDL (TSUZAKI et al. 2009; TSIMIHODIMOS et al., 2007).

Apesar dos avangos nos métodos eletroforéticos, foi demonstrado
que o potencial aterogénico da sd-LDL aumenta com a elevacdo no
numero dessas lipoproteinas no plasma, enguanto o risco para DCV
diminui proporcionalmente a reducdo da concentracdo de sd-LDL
(KOBA et al., 2002; TRIBBLE et al., 2001; AUSTIN, 2000). Assim, para a
avaliacdo do risco aterogénico, a quantificacdo da concentragdo sérica
da sd-LDL seria preferivel & medida do tamanho da particula.

2.1.4.4.2 Ultracentrifugacdo por gradiente de densidade (DGU)

A ultracentrifugacdo foi uma das primeiras metodologias
utilizadas para a separacdo das lipoproteinas do soro para a posterior
andlise da distribuicdo e composicdo quimica dos constituintes, como
descrito por Havel et al. (1955). Na década de 80, surgiram 0s primeiros
estudos de caracterizacdo das subfracdes de LDL, observadas ap6s o
isolamento por ultracentrifugacdo, e com isto surgiram também diversas
propostas para o refinamento da metodologia para a separacdo das
subfracdes (CHAPMAN et al., 1988; SWINKLES et al., 1987; KRAUSS &
BURKE, 1982; LEE & DOWNS, 1982; SHEN et al., 1981). A partir do
momento que estudos passaram a evidenciar a associagdo entre a sd-
LDL e as DCV, o interesse no isolamento desta subfracdo também
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aumentou. O método de separacdo por ultracentrifugacdo mais
empregado € aquele descrito por Griffin et al. (1990), que garante a
separacao total das subfragdes dentro de 24 h. Métodos otimizados de
separacdo propostos mais recentemente podem reduzir o tempo de
analise para 18 h (MENYS et al., 2003), ou para 3 h com a utilizacdo de
corantes e do contraste radioldgico iodixanol (DAVIES, GRAHAM &
GRIFFIN, 2003).

A ultracentrifugacdo é o método considerado de referéncia para o
isolamento e posterior quantificagdo da sd-LDL. No entanto, a
necessidade de equipamentos especificos, o tempo prolongado da
metodologia e o ndmero limitado de amostras analisadas por vez,
inviabiliza a utilizagdo deste método na rotina laboratorial.

2.1.4.4.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Outra técnica considerada “padrdo ouro” para a quantificagdo da
sd-LDL ¢ a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR).
Apesar de ser considerado um método mais eficiente que os tradicionais,
como a eletroforese e a ultracentrifugacdo, por ndo necessitar de
fracionamento fisico das lipoproteinas, a NMR €é mais complexa e
requer equipamento especial além de material de referéncia, como os
espectros correspondentes a cada subfracdo de lipoproteinas, tornando-
se um método dispendioso e que, por isto, ndo se difundiu na pratica
clinico-laboratorial (TSIMIHODIMOS et al., 2007; HIRANO, ITO &
YOSHINO, 2005; OTVOS et al. 2002).

2.1.4.4.4 Cromatografia liquida de alta resolucéo (HPLC)

A utilizacdo de HPLC ndo foi muito difundida, uma vez que
requer a separagdo prévia de toda a fracdo de LDL por
ultracentrifugacdo e fornece apenas o tamanho das particulas. Porém,
existem relatos sobre o uso de cromatografia de alta resolucdo para a
separacdao das particulas pelo tamanho por gel-filtragdo (HPGC, do
inglés high-performance gel-filtration chromatography) para a
quantificacdo de sd-LDL (SCHEFFER et al., 1997).
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2.1.4.4.5 Método de precipitacdo com Mg?* e heparina

Pesquisadores japoneses descreveram uma metodologia para o
isolamento e quantificacdo da sd-LDL, utilizando a precipitacdo das
demais subfragdes de LDL com heparina e magnésio (HIRANO et al.,
2003). Segundo os autores, 0 método apresentou boa correlagdo com a
ultracentrifugacdo e poderia ser utilizado em analisadores
automatizados, permitindo, assim, a andlise rapida de um grande
nimero de amostras, tornando-o aplicavel a rotina laboratorial. No
entanto, em estudo preliminar em nosso laboratério, a utilizagdo dessa
metodologia por precipitacdo com heparia e magnésio (HIRANO et al.,
2003) ndo se mostrou viavel para a rotina laboratorial, devido a falta de
reprodutibilidade em amostras de soro de pacientes com dislipidemias.
Em seguida, uma companhia japonesa em parceria com 0s autores
langou no mercado um conjunto de reagentes para a quantificacéo da sd-
LDL com base na mesma metodologia proposta por Hirano et al. (2003).
Porém, foi incluido no kit de reagentes um micro-tubo com membrana
filtrante para a eliminacdo do excesso de lipoproteinas interferentes.
Entretanto, este conjunto diagnéstico ndo se encontra disponivel no
mercado brasileiro e é de alto custo para importacédo (cerca de U$ 28.00
por ensaio), fatos que estimulam o desenvolvimento de melhorias nesta
metodologia para a quantificacdo da sd-LDL em nossa populagéo.

2.1.4.4.6 Método homogéneo para sd-LDL-C

Recentemente, 0 mesmo grupo de pesquisa japonés responsavel
pelo desenvolvimento do método de precipitagdo, patenteou um novo
método para a quantificacdo direta de sd-LDL-C com base na utilizacdo
de fosfolipases e sufactantes especificos para esta subfracdo (ITO et al.,
2011; VANDERMEERSCH et al., 2010). O novo método encontra-se
disponivel para comercializacdo em outros paises desde 2010 pela
mesma empresa que langou o método de precipitacdo. No entanto, ndo
esta disponivel no mercado brasileiro e o custo de importagdo continua
sendo elevado.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar a metodologia para a quantificacdo da sd-LDL para
uso diagndstico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Padronizar o0 método de isolamento da sd-LDL por precipitacdo
seletiva:

= Verificar a estabilidade do reagente precipitante e das
amostras de soro;

s Aperfeicoar o método de precipitacdo para eliminar as
interferéncias em amostras lipémicas.

= Comparar 0 método de precipitacdo e o método padrdo ouro,
por ultracentrifugacéo.

= Auvaliar a utilizacdo de equacdo matematica para a estimativa da
sd-LDL.

= Analisar a concentraco sérica da fragdo sd-LDL em individuos
normolipidémicos, dislipidémicos e diabéticos tipo 2.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

A heparina (5.000 UI/mL Lote: 0907039 - Blausiegel IndUstria e
Comércio Ltda. - Cotia, SP) foi gentilmente fornecida pela farmécia do
Hospital Universitario — HU/UFSC. O cloreto de magnésio e os demais
reagentes utilizados para a preparacdo de tamples, dentre outras
solugdes, todos com grau de pureza analitico, foram obtidos de marcas
nacionais.

Os conjuntos diagnosticos para a determinacao de colesterol total,
triglicerideos, LDL-C e HDL-C (métodos de precipitacdo e homogéneo)
foram obtidos das empresas Labtest Diagnostica S/A (Lagoa Santa,
MG), Gold Analisa Diagnostica Ltda (Belo Horizonte, MG) e Siemens
Healthcare Diagnostics Inc. (Deefield, IL, EUA). Para a quantificagdo
dos analitos foram utilizados os equipamentos Cobas Mira Plus da F.
Hoffmann - La Roche (Basel, BS, Suica), que permite a utilizacdo de
sistemas abertos, e o analisador automatizado Dimension® RxL da
Siemens Healthcare Diagnostics Inc. (Deefield, IL, EUA), que utiliza
sistema fechado de cartuchos de reagentes (Flex® reagent cartridge).

Para o controle interno de qualidade, foram utilizados os soros
controles provenientes do Programa Nacional de Controle de Qualidade
(PNCQ) da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC), de
origem humana e liofilizado, contendo, portanto, matriz protéica
idéntica as das amostras avaliadas.

O isolamento da sd-LDL por ultracentrifugacdo foi realizado
utilizando-se a ultracentrifuga Sorvall® Ultra Pro® 80, com o rotor
vertical STEP Saver™ 65V13 e tubos de polialdmeros de 13,5 mL com
sistema de fechamento Quick-Seal® da Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, MA, EUA).

42  METODOS
4.2.1 Isolamento por precipitacdo e quantificacdo da sd-LDL

A sd-LDL foi isolada pelo método de precipitacdo com heparina
e magnésio, conforme previamente descrito por Hirano et al. (2003).

Neste método, a mistura de heparina e cloreto de magnésio precipitam
seletivamente as lipoproteinas que contém a apolipoproteina B,
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inclusive as particulas de LDL grandes e leves. O reagente precipitante
contendo 150 U/mL de heparina sodica e 90 mmol/L de cloreto de
magnésio foi adicionado as amostras de soro (1:1, v/v) . Em seguida, a
mistura foi agitada em vortex por 30 s e incubada a 37 °C por 10 min.
Apos esse periodo, as amostras foram mantidas em banho de gelo por 15
min e centrifugadas a 9.500 x g, por 15 min, a 4 °C. O sobrenadante
contendo a sd-LDL e a HDL foi coletado e a concentragdo de sd-LDL
foi quantificada pela medida do LDL-colesterol (LDL-C) por meio do
método homogéneo (Siemens®, em equipamento automatizado
Dimension RxL; Labtest ou Gold Analisa em equipamento semi-
automatizado Cobas Mira Plus), conforme as instruc@es dos fabricantes.
O coeficiente de variacdo (CV) do método de precipitacdo para sd-LDL-
C utilizando-se o reagente Labtest no aparelho Cobas Mira foi de 8,2%
(CV intra-dia) e 7,0% (CV inter-dia) para 20 determinacdes em soro
controle PNCQ. Os conjuntos diagnosticos das diferentes marcas
utilizadas apresentam o mesmo principio de reacdo e 0s mesmos
reagentes, embora o tipo de detergente e as concentracdes dos reagentes
ndo sejam descritas com exatiddo pelos fabricantes.

4.2.2 Ensaios de estabilidade dos reagentes e das amostras

Os testes de estabilidade dos reagentes foram realizados em duas
etapas. Na primeira, o cloreto de magnésio foi previamente preparado,
armazenado a 4 °C e, posteriormente misturado & heparina no momento
de uso; na segunda etapa, 0 reagente precipitante completo, contendo
cloreto de magnésio e heparina, foi preparado e armazenado a 4 °C. Os
reagentes foram preparados em periodos de tempo diferentes e todos os
ensaios foram realizados no mesmo dia, com cinco amostras de soro
para cada periodo de tempo avaliado. A estabilidade foi avaliada por até
220 dias.

Para os testes de estabilidade das amostras bioldgicas foram
utilizadas cinco diferentes misturas (pools) de soros humanos (frescos,
limpidos, ndo ictéricos e sem hemdlise), isolados por centrifugacdo e
sem adicdo de estabilizantes. Os pools de soro foram separados em
aliquotas e armazenados a 4 °C ou a -20 °C até o momento da
precipitacdo e quantificacdo do sd-LDL-C. Ensaios adicionais foram
feitos com a precipitacdo prévia das amostras de soro com a mistura de
MgCl,-heparina e armazenamento do sobrenadante, contendo apenas a
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sd-LDL e a HDL, a 4 °C ou -20 °C. As amostras de soro e
sobrenadantes armazenados a 4 °C foram analisadas durante 10 e cinco
dias consecutivos, respectivamente, enquanto as amostras e
sobrenadantes mantidos a -20 °C foram analisados nos periodos de
tempo de 0, 5, 10 e 15 dias.

4.2.3 Otimizacéo da metodologia

Apbs a verificacdo da estabilidade das amostras e dos reagentes,
procedeu-se a otimizagdo do método, no sentido de eliminar as
interferéncias observadas previamente em amostras lipémicas, nas quais
se formam agregados de lipoproteinas, mas ndo se forma o pellet no
fundo do micro-tubo (Fig. 4B). Para tanto foram consideradas quatro
estratégias: i) filtracdo da mistura soro-reagente precipitante; ii) adicdo
de surfactante na amostra de soro; iii) aumento das concentra¢Ges de
polidnions e cétions divalentes e; iv) diluicdo do soro. No primeiro
ensaio, soro lipémico (TG 400-700 mg/dL) foi misturado com o
reagente sd-LDL e a mistura soro-precipitante foi filtrada (n = 5)
utilizando-se membranas com poros de 0,20 um (Millipore, Séo Paulo,
SP). No segundo ensaio, as amostras de soro lipémico (TG 400-700
mg/dL) foram misturadas com solucdes do surfactante dodecil sulfato de
sodio (SDS) a 1, 2,5, 5 e 10% (n = 6 de cada), na propor¢do de 1:100
(v/v) e, em seguida foram submetidas & precipitacdo. Na terceira
estratégia, foram avaliadas diferentes concentracdes do reagente
precipitante, inicialmente aumentando-se a concentra¢do do cloreto de
magnésio isoladamente para 110 (n = 5), 130 (n = 16), 150 (n = 16) e
170 mmol/L (n = 10) e mantendo-se constante a concentracdo da
heparina (150 U/mL). Em seguida, aquela concentracdo de cloreto de
magnésio que apresentou resultados mais satisfatérios para a
precipitacdo do soro lipémico (TG 400-700 mg/dL) foi misturada a
heparina na concentracdo de 250 U/mL (n = 20). No quarto e ultimo
ensaio, as amostras de soro lipémico (n = 2-14) foram diluidas (1:2, v/v)
com diferentes solucfes, como agua deionizada, cloreto de sédio 135
mmol/L, tampéo PBS pH 7,4 e tampéo fosfato 100 mmol/L pH 6,1, 7,4,
8,0 e 8,5 e, em seguida, submetidas a precipitagdo com a mistura de
MgCl,-heparina.

Em todos os ensaios, foi utilizado como controle o valor de sd-
LDL-C quantificado na porcéo inferior (infranadante) ao agregado de
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lipoproteinas no topo da mistura soro-reagente (tubo com amostra
lipémica; Fig. 4B).

Figura 4. Aspecto da mistura “soro-reagente precipitante” apés centrifugagdo. (A) Soro
normolipémico e (B) soro hipertrigliceridémico (TG = 400-700 mg/dL).

424  Estabelecimento de  “controle” para  amostras
hipertrigliceridémicas

No sentido de verificar o grau de interferéncia da lipemia na
concentracdo de sd-LDL-C, ensaios de precipitacdo e quantificacdo da
sd-LDL foram realizados com soro normolipémico (n = 4) antes e apés
a adicdo de diferentes concentracdes de VLDL (TG = 80 a 610 mg/dL).
Para o isolamento das particulas de VLDL, 5 mL de soro hiperlipémico
(pool, TG = 600-800 mg/dL) teve sua densidade ajustada para 1,21
g/mL pela adicdo de KBr solido, de acordo com Havel et al. (1955). Em
seguida, 1 mL de NaCl d = 1,006 g/mL foi adicionado cuidadosamente
sobre 0 soro em micro-tubos, formando um gradiente descontinuo de
densidades, e as particulas de VLDL foram isoladas por centrifugacéo
(15.000 x g, 30 min, 4 °C - Eppendorf Centrifuge, Hamburg,
Alemanha). Apds a aspiragdo das particulas de VLDL no topo do tubo,
as mesmas foram transferidas para membranas com poros de 12.000-
14.000 Da, concentradas em sacarose e dialisadas contra 4 L de PBS pH
7,4, durante 2 h. Apo6s a determinacdo da concentracao de triglicerideos,
a VLDL foi utilizada imediatamente nos ensaios de quantificacdo do sd-
LDL-C por precipitacéo.

Para tanto, quantidades crescentes de VLDL (25 a 100 pL) foram
adicionadas a 100 pL de soros normolipémicos (TG, 65 + 14 mg/dL) ou
100 pL de soros hiperlipémicos (TG, 170 + 56 mg/dL) para obter as
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concentragdes finais de, em média, 125 a 610 mg/dL de triglicerideos
nas amostras. Quando necessario, 0 volume da mistura soro-VLDL foi
ajustado para 200 pL com PBS pH 7,4. Aos tubos controle de soros
normolipémicos ou hiperlipémicos ndo foi adicionado VLDL ou PBS.
Em seguida, os soros assim transformados em hiperlipémicos e os
controles foram precipitados e o sd-LDL-C foi quantificado. Os
resultados das amostras com VLDL foram corrigidos pelo fator de
diluicdo em relacdo ao tubo controle.

4.2.5 Interferéncia da lipemia

O ultimo teste da otimizagcdo visou estabelecer quais sdo as
concentracdes de triglicerideos e de colesterol que interferem no método
de precipitacdo e sedimentagdo. Para tanto, foram analisadas amostras
de soro contendo diferentes concentracBes de triglicerideos (200-1500
mg/dL) ou de colesterol (200-350 mg/dL). As amostras de soro que
apresentaram formacdo de agregado das lipoproteinas com o reagente
precipitante sd-LDL, porém sem a devida sedimentacdo ap6s a
centrifugacdo, foram avaliadas ap6s diluicdo com o tampéo fosfato 100
mmol/L, o qual mostrou resultados viaveis de sedimentacdo do
agregado nos ensaios anteriores.

4.2.6 Confirmacéo da associa¢do entre o método de precipitagdo e o
método de referéncia

Para confirmar a equivaléncia do método de precipitagdo com o
método padrdo ouro, por ultracentrifugacdo, foram feitos ensaios
paralelos com ambas as metodologias no Laboratério de Pesquisa em
Lipideos do Instituto do Coracdo (InCor) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HC-FMUSP). As
amostras de soro utilizadas (n = 100) foram gentilmente fornecidas pelo
Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Universitario da
Universidade de Sdo Paulo (LAC/HU/USP).

A metodologia utilizada para o isolamento da sd-LDL por
ultracentrifugacdo foi aquela descrita por Chung et al. (1980) e
otimizada para particulas contendo apo-B segundo Capell et al. (1996).
A técnica consiste na mistura de soro com solucdo de KBr (d = 1,21
g/mL), resultando em soro com densidade 1,08 g/mL. Em seguida, foi
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adicionada solucdo de NaCl (d = 1,006 g/mL), formando gradiente
descontinuo de densidade. Os tubos foram, entdo, centrifugados a
65.000 rpm, por 90 min a 10 °C (Ultracentrifuga Sorvall Ultra Pro 80)
em rotor vertical STEP Saver 65V13. Apo6s a ultracentrifugacéo, foram
coletadas 48 aliquotas ou fragbes (270 pL) de cada tubo utilizando-se
sistema de aspiracdo a vacuo. A andlise do colesterol total nas fracGes
foi feita com o conjunto diagnostico da Gold Analisa, no analisador
automatizado Cobas Mira Plus do Laboratério de Analises Clinicas da
Universidade de Sdo Paulo (LAC/USP). Conforme descrito por Auwerx
et al. (1989), as fracbes de nimeros 28 a 34, correspondentes a sd-LDL
com densidade 1,044-1,063 g/mL foram, entdo, combinadas e o
contetdo de colesterol total foi novamente medido.

4.2.7 Estimativa da sd-LDL por célculo

Na tentativa de diminuir os custos da metodologia para a
quantificacdo de sd-LDL, foram avaliadas alternativas matematicas para
esta medida. Como mencionado anteriormente, o método de
precipitagdo resulta num sobrenadante contendo sd-LDL e HDL, no
qual é determinada a concentragdo de sd-LDL pelo método de LDL-C
homogéneo. Dessa forma, presumimos que a diferencga entre 0 HDL-C e
o0 colesterol total no sobrenadante forneceria a concentracéo de sd-LDL.
Para tanto, as concentragdes de colesterol total e de HDL-C, por método
homogéneo, foram medidas no sobrenadante utilizando-se os conjuntos
de reagentes da Labtest ou da Gold Analisa e 0 equipamento Cobas
Mira Plus (Roche, Basel, Suica) e, em seguida, procedeu-se & aplicagcdo
da equagdo sd-LDL-C = CT - HDL-C. Ensaios adicionais foram
realizados com os reagentes e equipamento automatizado da Siemens
Healthcare Diagnostics Inc. (Deefield, IL, EUA).

Tendo em vista que 0 método homogéneo para a quantificagdo do
HDL-C tem igualmente, custo elevado, foi avaliada ainda, a
determinacdo do HDL-C pelo método de precipitacdo seletiva, de custo
inferior e, portanto, frequentemente disponivel nos laboratérios. Para a
guantificacdo do HDL-C no sobrenadante por este método, deve-se
precipitar a sd-LDL com o reagente precipitante fornecido pelos
laboratérios fabricantes do kit de HDL-C. Escolhemos o reagente
precipitante contendo &cido fosfotingstico 1,5 mmol/L e cloreto de
magnésio 54 mmol/L, da Labtest ou Gold Analisa, por ser o mais
comum nos laboratérios brasileiros. Considerando que o primeiro
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sobrenadante formado para a quantificacdo da sd-LDL ja continha a
mistura de MgCly-heparina, a qual também é utilizada nos métodos de
HDL-C por precipitacdo seletiva, diferentes concentracdes do reagente
precipitante de HDL-C com &cido fosfotlingstico e MgCl, foram
avaliadas. Assim, a sd-LDL foi precipitada e, ap6s centrifugacdo, o
HDL-C foi determinado neste segundo sobrenadante. O colesterol total
foi medido no primeiro sobrenadante e o seu valor foi diminuido do
HDL-C para fornecer a concentracao de sd-LDL-C. Todas as avaliacdes
foram feitas no equipamento Cobas Mira Plus.

4.2.8 Determinagdo da concentracdo de sd-LDL-C em soro de
individuos normolipidémicos, dislipidémicos e diabéticos

Apo6s a confirmacdo da associacdo entre os métodos, foi avaliada
a concentragdo de sd-LDL-C em amostras de soro de individuos
normolipidémicos saudaveis, individuos dislipidémicos e pacientes
diabéticos tipo 2 pelo método de precipitacdo proposto. Os potenciais
voluntarios foram recrutados dentre a populacdo ambulatorial atendida
no Laboratério de Analises Clinicas do HU/UFSC. Ap6s o
consentimento de participagdo no estudo, os individuos participantes
responderam um questionario com a finalidade de avaliar os habitos de
vida, o estado de salde e as caracteristicas biodemograficas, como peso,
altura, idade e sexo, habito de fumar (tabagismo — definido como uso
atual, independente do ndmero de cigarros fumados por dia), histérico
familiar de DAC (definido como a presenca de pais, irmdos e avos que
tenham sofrido infarto do miocérdio, acidente vascular cerebral ou
doenca vascular periférica), ou histérico familiar de diabetes mellitus
tipo 2 (parentes de primeiro grau portadores de diabetes mellitus). As
amostras de sangue foram coletadas utilizando-se sistema a vacuo
(Vacutainer-BD - Franklin  Lakes-NJ, USA), em tubos sem
anticoagulante, apés jejum de 12-14 h, conforme recomendacdo da IV
Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose
(2007).

Como critérios de inclusdo para a participacdo no estudo foram
consideradas a auséncia de quaisquer doengas ou desequilibrios
metabdlicos (grupo normolipidémicos saudaveis); a presenca de
dislipidemias, com ou sem tratamento hipolipemiante (grupo
dislipidémico; LDL-C > 130 mg/dL; TG > 150 mg/ dL; ou HDL-C < 50



50

e 40 mg/ dL, para mulheres e homens, respectivamente, de acordo com a
IV Diretriz Brasileira de Dislipidemia e Prevencdo da Aterosclerose
(2007)) ou; a presenca de diabetes mellitus tipo 2, independente do
tempo de diagndstico e do uso de hipolipemiantes (grupo diabéticos). O
diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 foi confirmado por meio de
consulta ao prontudrio dos pacientes.

Considerando a importancia do Indice Aterogénico do Plasma
(IAP), o qual é obtido pela equacéo log (TG/HDL-C), como marcardor
de risco para as DCV e, particularmente, a sua associacdo inversa com
0 tamanho da particula de LDL (DOBIASOVA & FROHLICH, 2001), no
presente estudo também foi verificada a correlacdo entre a concentracdo
de sd-LDL-C no soro dos participantes e o IAP.

Os critérios de exclusdo foram idade inferior a 18 anos, mulheres
no periodo gestacional, presenca de doencas hepaticas, gastricas e
renais, desordens tireoidianas, e pacientes com cancer ou em tratamento
quimioterapico.

O presente protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina sob 0 n° 608/11 e os participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (ANEXO A).

4.2.9 Analise estatistica

A distribuic@o dos dados foi verificada pelo teste de normalidade
de Shapiro-Wilk ou Kolmogorov-Smirnov. Para 0s ensaios de
padronizagdo e otimizagdo, foram utilizados o teste t pareado de Student
ou o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. Para o estudo de confirmacédo
da associacdo entre o método de precipitacdio e o método por
ultracentrifugacdo foram usadas a correlacdo de Pearson, Regressdo
Linear Simples e o plot de Bland-Altmann (MedCalc® Software versdo
11.3.8.0).

Para verificar as diferencas entre a concentracdo sérica da sd-
LDL-C entre os individuos saudaveis, pacientes diabéticos ou
dislipidémicos foram utilizados o teste t para amostras independentes ou
o0 teste de Mann-Whitney, para dados com distribuicdo normal ou nédo
gaussiana, respectivamente. Para avaliar as diferencas referentes as
faixas etérias foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) ou o seu
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equivalente ndo-paramétrico, o teste de Kruskal-Wallis. As variaveis
categéricas foram avaliadas pelo teste qui-quadrado (x?).

Todas as analises foram feitas utilizando-se o software Statistical
Package for Social Sciences (SPSS® versdo 17.0). Os dados foram
expressos como média + desvio padrdo e o valor de probabilidade (p)
menor que 5% foi considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS
51 ESTABILIDADE

5.1.1 Estabilidade dos reagentes

O teste de estabilidade dos reagentes consistiu de: i) preparacdo
prévia da solugdo de cloreto de magnésio (MgCl,) 90 mmol/L, com
adicdo de heparina no momento de uso e ii) preparacdo prévia do
reagente precipitante completo (MgCl, 90 mmol/L e heparina 150
U/mL), sendo que todos os reagentes foram armazenados em geladeira a
4 °C por 15, 30 e 60 dias. Todos os ensaios foram realizados no mesmo
dia, com as solugdes precipitantes com diferentes periodos de tempo de
armazenamento e novas solugdes de MgCI, e reagente precipitante
completo sendo preparadas no momento de uso (controles). A
estabilidade foi avaliada por meio da medida do sd-LDL-C em 5 pools
de soro para cada varidvel. Nao foi observada diferenca significativa
entre os diferentes periodos de tempo avaliados para nenhum dos
reagentes armazenados a 4 °C em relacdo ao controle (tempo 0; Fig. 5).

150

[ IMgCl, (adicéo de heparina na hora de uso)

[ MgCl, e Heparina (reagente completo)
120 -

60 |

sd-LDL-C (mg/dL)

30

0 15 30 60
Tempo de armazenamento (dias)

Figura 5. Estabilidade dos reagentes cloreto de magnésio e solugdo precipitante completa
(MgCl; e Heparina) armazenados a 4 °C. Os resultados estdo expressos em média + desvio
padréo (n = 5). N&o houve diferenca significativa em comparagao ao tempo 0 (p > 0,05; teste t
pareado de Student).

Tendo em vista a semelhanca de comportamento entre os dois
tipos de preparo do reagente precipitante, ndo foi dado prosseguimento
ao teste de estabilidade do cloreto de magnésio isoladamente. No
entanto, o reagente precipitante completo continuou sendo avaliado por
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até 220 dias e ndo foram observadas diferencgas significativas entre os
tempos de armazenamento avaliados (Fig. 6).

80
- 9,4%
5 7of Ak a5y, 38%
> 2,1% :
S
N
(|) 60 / \ —
7 I
(a)]
=
© L
3 50
40 1 1 1 1 1
0 55 110 165 220

Tempo de armazenamento (dias)

Figura 6. Estabilidade do reagente precipitante armazenado a 4 °C por 220 dias. Os resultados
estdo expressos em média + desvio padrdo (n = 5). Nao houve diferenga significativa quando
comparado ao tempo O (p > 0,05; teste t pareado de Student).

5.1.2 Estabilidade das amostras

As Figuras 7 e 8 mostram os resultados da estabilidade de
amostras de soro ou do sobrenadante a 4 °C, obtido ap6s a precipitacdo
das lipoproteinas, para a quantificacdo do sd-LDL-C. A estabilidade das
amostras de soro armazenadas a 4 °C foi dependente da concentracéo de
sd-LDL-C no soro. Neste contexto, amostras de soro contendo
concentracBes baixas (12-21 mg/dL; Fig. 7A) ou médias (40-55 mg/dL;
Fig. 7B) de sd-LDL-C foram estveis somente até o quarto dia de
armazenamento, enquanto amostras de soro com valores de sd-LDL-C
na faixa de 72-133 mg/dL apresentaram auséncia de variacdo
significativa durante o periodo avaliado de 10 dias (Fig. 7C).

A anadlise da estabilidade do sobrenadante revelou auséncia de
variacdo até o quarto dia e diminuicdo significativa de 15,1% na
concentracdo de sd-LDL-C ap6s cinco dias armazenados a 4 °C (Fig. 8),
indicando que, preferencialmente as amostras devem passar pelo
processo de precipitacdo e em seguida o sobrenadante deve ser
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armazenado em geladeira, caso ndo haja a possibilidade da andlise
imediata.

% Valores baixos (12-21 mg/dL) A
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Figura 7. Estabilidade das amostras de soro a 4 °C, contendo concentracdes baixas (A), médias
(B) e altas (C) de sd-LDL-C. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n = 5).
*p < 0,05 comparado ao tempo O (teste t pareado de Student).
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sd-LDL-C (mg/dL)

Figura 8. Estabilidade do sobrenadante, obtido ap6s a precipitacdo das amostras de soro,
armazenado a 4 °C. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdao (n = 5).
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*p < 0,05 comparado ao tempo O (teste t pareado de Student).

As amostras de soro armazenadas a -20 °C se mantiveram
estaveis durante todo o periodo de avaliagdo (Fig. 9). Porém,
curiosamente, o sobrenadante contendo a sd-LDL quando armazenado a
-20 °C apresentou variagOes significativas a partir do quinto dia de

avaliacdo, em média 22% no periodo de 15 dias (Fig. 9).

sd-LDL-C (mg/dL)

Figura 9. Estabilidade do soro e do sobrenadante (obtido ap6s precipitagdo do soro)
armazenados a -20 °C por até 15 dias. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo
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(n =5). * p < 0,05 comparado ao tempo O (teste t pareado de Student).
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52 OTIMIZAGCAO DO ENSAIO DE PRECIPITAGAO

Conforme ja mencionado, as amostras lipémicas apresentam
problema de sedimentacdo do agregado de lipoproteinas quando
submetidas a precipitacdo. Ao invés de formar pellet e sobrenadante
limpido, como ocorre em amostras normolipémicas (Fig. 10B), o
agregado de lipoproteinas permanece na parte superior da mistura
gerando, desta maneira, um infranadante limpido como mostra a Figura
10A.

A
‘?—;’;

| 4
Sobrenadante
Infranadante

—— Precipitado

Figura 10. Efeito da lipemia na precipitacdo e sedimentacdo do agregado de
lipoproteinas. (A) Mistura de amostra hiperlipémica e reagente precipitante de sd-LDL
indicando auséncia de sedimentagdo do agregado de lipoproteinas; (B) Mistura de amostra
normolipémica e reagente precipitante de sd-LDL indicando formacéo do pellet.

A falta de sedimentacdo, no entanto, ndo implica na auséncia de
formacdo de agregado de lipoproteinas que contém apolipoproteina B,
inclusive da Ib-LDL (LDL grande e leve), viabilizando, assim, a
quantificacdo da sd-LDL no chamado infranadante. Para demonstrar
isto, isolou-se VLDL de soros lipémicos e adicionou-se em amostras de
soro normolipémico e hipertrigliceridémico. Pode-se observar que ndo
houve diferenca significativa na quantificagdo do sd-LDL-C no
sobrenadante (tubo controle, sem adi¢cdo de VLDL ou diluentes) em
comparacdo ao infranadante ap6s adicdo de VLDL indicando, assim,
que as demais lipoproteinas contendo apo B foram de fato agregadas e
ndo interferiram na medida do sd-LDL-C (Fig. 11). Com base nestes
resultados e devido a inexisténcia de soro controle contendo sd-LDL,
em todos os ensaios de otimiza¢do, em que as amostras passaram por
manipulagGes no sentido de promover a sedimentagdo do agregado de
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lipoproteinas, foi utilizado como controle a concentragdo de sd-LDL-C
medida apos pipetagem cuidadosa do infranadante destas amostras
lipémicas.

wof A I 1
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80+
401

170 230 295 375 495 610

Controle Adic&o de VLDL
Triglicerideos (conc. final; mg/dL)

Figura 11. Efeito da adicdo de VLDL na quantificacdo do sd-LDL-C em soros
normolipémicos (A) e hipertrigliceridémicos (B). Aliquotas de VLDL (25-100 pL) foram
adicionadas as amostras de soro (100 pL) para obtencdo de concentragbes crescentes de
triglicerideos (concentracéo final indicada na figura). Os resultados ap6s a adi¢do de VLDL
foram corrigidos pelos fatores de diluigdo e estdo expressos em média + desvio padrdo (n = 4
para cada variavel). Nao houve diferenca significativa quando comparado ao controle, sem
adicdo de VLDL (p > 0,05; teste t pareado de Student).

5.2.1 Filtragdo da amostra

A primeira estratégia utilizada, visando otimizar a quantificacéo
de sd-LDL-C em amostras lipémicas, foi a filtracdo em membrana de
0,20 um da mistura de soro com o reagente precipitante, a qual contém o
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agregado de lipoproteinas ndo sedimentadas. Para efeito de comparacéo,
as amostras foram avaliadas antes (controle) e apos a filtragéo (filtrado).
Apesar da variagdo observada n&o ter sido estatisticamente significativa
(p = 0,374; Fig. 12), o processo de filtracio ndo se mostrou
suficientemente pratico, além de requerer volume maior de amostra.

80

o2}
o
T

sd-LDL-C (mg/dL)
3 5

Controle Filtrado

Figura 12. Efeito da filtracdo da mistura “soro lipémico e reagente precipitante” na
quantificacdo do sd-LDL-C. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n = 6
para cada variavel). Nao houve diferenca significativa em relagdo ao controle (p > 0,05; teste t
pareado de Student).

5.2.2 Adicdo de surfactante

Solugdes do surfactante SDS foram adicionadas as amostras
lipémicas na proporcdo de 1:100 (v/v), na tentativa de solubilizar parte
do excesso de triglicerideos que impedem a sedimentagdo do agregado
de lipoproteinas. A adi¢do do surfactante, no entanto, ndo se mostrou
eficaz, uma vez que alterou significativamente a concentracdo de sd-
LDL-C (Fig. 13A) e de HDL-C (Fig. 13B) nas amostras.
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Figura 13. Efeito da concentracdo do surfactante SDS na quantificacdo de (A) sd-LDL-C e (B)
HDL-C em amostras lipémicas (adicionado na proporgdo de 1:100, v/v). Os resultados estdo
expressos em desvio + desvio padrdo (n = 5-7). * p < 0,05 comparado ao controle, sem adi¢éo
de SDS (teste t pareado de Student).

5.2.3 Efeito da concentracdo de polianions

Diferentes concentragdes da solucdo de cloreto de magnésio
foram preparadas e misturadas a heparina (150 U/mL) com a finalidade
de observar se 0 aumento na concentracdo de cations divalentes seria
capaz de promover a sedimentacdo das particulas lipoprotéicas em
amostras lipémicas.

Com base no trabalho publicado por Hirano et al. (2003), foi
inicialmente estudado o efeito das concentragcdes de MgCl, 110 e 130
mmol/L (Fig. 14), tendo como referéncia a solucdo de MgCl, 90
mmol/L e mantendo constante a concentracao de heparina em 150 U/mL
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(controle). Conforme pode ser visto nos resultados da Figura 14, néo
houve diferenca significativa na concentracdo de sd-LDL-C obtida com
as diferentes solugdes de MgCl, (p = 0,226). Além disso, foi observado
que a solucdo de MgCl, na concentracdo 130 mmol/L promoveu
sedimentacdo notadamente maior do que aquelas obtidas com as
solucdes de 90 e 110 mmol/L. Solugdes de MgCl, a 150 e 170 mmol/L
também néo apresentaram diferencas significativas na quantificacdo do
sd-LDL-C (p = 0,556; Fig. 14) e ndo aumentaram expressivamente a
sedimentacdo das lipoproteinas das amostras lipémicas em relacdo a
solucdo de MgCl, a 130 mmol/L.

100 Controle

] ]

®
o
T
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o
T

sd-LDL-C (mg/dL)
8

N
o
T

90 110 130 150 170
Cloreto de magnésio (mmol/L)

Figura 14. Efeito da concentragio de cations divalentes (Mg®") na quantificagio de sd-LDL-C
em amostras lipémicas. A concentracdo de heparina permaneceu constante (150 U/mL). Os
resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n = 5-16). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa (p = 0,239; ANOVA).

Em seguida, a concentracdo de heparina (polidnions) foi
aumentada para 250 U/mL e manteve-se a concentracdo de MgCl, a 130
mmol/L constante, tendo em vista que esta forneceu os resultados mais
satisfatérios na sedimentacdo das lipoproteinas. O reagente precipitante
modificado (130 mmol/L e 250 U/mL) foi, entdo, avaliado em
comparagdo ao reagente contendo MgCl, 90 mmol/L e heparina 150
U/mL, descrito anteriormente por Hirano et al. (2003) e aqui chamado
de controle. Apesar de o reagente modificado ter aumentado a
sedimentacdo das particulas, esta evolugcdo ndo foi suficiente para
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eliminar totalmente a interferéncia da lipemia na precipitacdo (aspecto
visual — dados ndo mostrados). Além disso, quando comparado ao
reagente controle houve diferenca significativa na quantificacdo do sd-
LDL-C, independente da quantidade de sd-LDL presente na amostra
(Fig. 15).

120 | I MgCl, 90 mmol/L e Heparina 150 U/mL (controle)
I MgCl, 130 mmol/L e Heparina 250 U/mL

100
80
60

40

sd-LDL-C (mg/dL)

20

10-45 50-70 75-135
sd-LDL-C na amostra (mg/dL)

Figura 15. Efeito da concentragéo do reagente precipitante Mg*'-heparina na quantificacéo de
sd-LDL-C em amostras lipémicas. Os resultados estdo expressos em média * desvio padréo (n
= 20). * p < 0,001 (teste t pareado de Student) e ** p < 0,001 (Wilcoxon) comparado ao
respectivo controle (MgCl, 90 mmol/L e Heparina 150 U/mL).

5.2.4 Diluic&o do soro

As amostras de soro diluidas (1:2, v/v) foram comparadas aos
seus respectivos controles, sem diluicdo. Todas as solucbes diluentes
proporcionaram precipitacdo efetiva das lipoproteinas (dados néo
mostrados), entretanto, observou-se que solugdes comumente utilizadas
para a diluicho de amostras bioldgicas em outras metodologias
analiticas, como solucdo fisiologica, 4gua ou PBS, ndo se mostraram
eficazes para o método proposto, interferindo significativamente na
guantificacdo da sd-LDL (Fig. 16A). Em seguida, foram avaliados os
efeitos do tampdo fosfato com diferentes potenciais hidrogeniénicos
(pH) e constatou-se que o pH foi um dos responsaveis pelas
interferéncias observadas com os outros diluentes. Portanto, 0s
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resultados mais satisfatorios foram aqueles obtidos com o pH 8,0 e 0 pH
8,5 cujas variacOes apresentadas em relacdo ao controle ndo foram
estatisticamente significativas (p = 0,074 e p = 0,278, respectivamente).
Além disso, o tampao fosfato pH 8,5 apresentou desempenho superior
aquele de pH 8,0, com variacdo de apenas 1,3% sendo, desta maneira,
considerado o pH 6timo para a quantificagdo de sd-LDL em amostras
lipémicas (Fig. 16B).

Na Figura 17 é possivel observar o efeito da diluicdo de uma
amostra hipertrigliceridémica com tamp&o fosfato 100 mmol/L pH 8,5.
Amostras lipémicas apds serem misturadas com o reagente precipitante
formam o agregado de lipoproteinas sem sedimentacdo (Fig. 17B).
Porém, a diluicio com tampdo fosfato pH 8,5 promoveu a efetiva
formacdo do pellet (Fig. 17C) semelhante a amostra de soro
normotrigliceridémico, que ndo necessita de diluicdo (Fig. 17A).
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Figura 16. Efeito da diluicdo de amostras lipémicas com diferentes solugdes (1:2,
v/v). (A) Diluicdo utilizando-se solucéo fisiologica (NaCl 0,85%), agua e PBS; (B) Diluicéo
com tampéo fosfato 100 mmol/L de diferentes concentracdes hidrogenidnicas. Os dados estédo
expressos em média + desvio padrédo (n = 2-14). * p < 0,001 (teste t pareado de Student) e ** p
< 0,001 (teste de Wilcoxon) comparados ao controle sem diluig&o.
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Figura 17. Interferéncia da lipemia na sedimentagdo do agregado de lipoproteinas. (A) Soro
normotrigliceridémico; (B) Soro hipertrigliceridémico (TG, 550 mg/dL) antes da diluicéo e (C)
apds diluigdo com tampéo fosfato pH 8,5 (1:2, v/v).

Em seguida, apods ter sido estabelecido o melhor diluente para as
amostras lipémicas, tampao fosfato 100 mmol/l pH 8,5, foram avaliados
0s volumes de tampao necessarios a sedimentacgdo das lipoproteinas em
fungdo da concentracdo de triglicerideos na amostra de soro. Em
amostras com concentraces de triglicerideos variando de 300 a 460
mg/dL, a adi¢do de tampdo fosfato (fator de dilui¢do 1,2) foi suficiente
para que ocorresse a precipitacdo. Nas amostras contendo triglicerideos
entre 685 e 1150 mg/dL, a diluicdo 1:1,2 (v/v) ndo foi eficaz em
promover a sedimentacdo, sendo necessaria a diluicdo de 1,5 vezes
(Tabela 1). Entretanto, mais uma vez foi confirmada que a falta de
sedimentacdo do agregado de lipoproteinas ndo afeta a quantificacdo da
sd-LDL.
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Tabela 1- Efeito da diluicdo da amostra com tampé&o fosfato pH 8,5 em
amostras hipertrigliceridémicas.

sd-LDL-C (mg/dL)

Diluicdes
T“g:;%f)eos Controle 2,0x 1,5x 1,2 x
300 - 460 87+£335 87+£344 90+335 87%336
Sedimentacéo ) +) +) +)
685 - 1150 70+158 66+214 68+189 72%196
Sedimentacéo ) +) +) )

Os resultados estdo expressos como média + desvio-padrédo (n = 5-7). (+) Formagéo de pellet
adequada; (-) Auséncia de sedimentagdo. N&o houve diferenca significativa entre os valores
de sd-LDL-C do controle e ap6s as diluicdes (teste t pareado de Student).

5.3 INTERFERENCIA DOS LIPIDEOS NA SEDIMENTACAO
DAS LIPOPROTEINAS

5.3.1 Colesterol e triglicerideos

Como parte da andlise de interferéncias, foram avaliadas as
concentracdes limites de colesterol e triglicerideos que interfeririam no
método, causando a ndo-sedimentacdo das particulas e fazendo-se
necessaria diluicdo prévia com tampdo. O colesterol elevado,
isoladamente, ndo interferiu na sedimentacéo e quantificacdo da sd-LDL
(resultados ndo mostrados). A concentracdo minima de triglicerideos nas
amostras de soro que interferiu na sedimentacdo do agregado de
lipoproteinas foi de aproximadamente 200 mg/dL, como pode ser
observado na Fig. 16B, porém os triglicerideos ndo afetaram a
quantificacdo da sd-LDL até a concentracdo avaliada de 1.500 mg/dL
(Fig. 18).
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Figura 18. Efeito da concentracdo de triglicerideos na quantificacdo do sd-LDL-C antes
(controle) ou apds a diluigdo com tampéo fosfato pH 8,5 (1:2, v/v). Os resultados estdo
expressos em média + desvio padrdo (n = 13). Ndo houve diferenca significativa em
comparagéo ao respectivo controle (teste t pareado de Student).

5.4 CONFlRMA(;Ao DA ASSOCIACAO ENTRE O METODO
DE PRECIPITACAO E O METODO DE REFERENCIA

Analises simultaneas foram feitas em 100 amostras de soro pelo
método de precipitacdo proposto e pelo método de referéncia, por
ultracentrifugacéo (Fig. 19).
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Figura 19. Isolamento da sd-LDL por ultracentrifugagdo. (A) Formagdo do gradiente de
densidade apés adicdo de KBr a amostra de soro, antes da ultracentrifugagdo; (B) Faixa de
densidade contendo LDL, apds a ultracentrifugacéo.

Apos a ultracentrifugacéo, 48 fracdes foram aspiradas a partir do
topo do tubo e o colesterol total foi medido em cada uma delas. A
Figura 20 ilustra a diferente distribuicdo de colesterol nas fragdes, as
quais correspondem aos diferentes tipos de lipoproteinas. Em relacéo a
sd-LDL, existem trés padrbes de distribuicdo entre os individuos, o
padrdo A, com maior predominancia de Ib-LDL (Fig. 20A); o padrdo
intermediario (1), com quantidades semelhantes de sd-LDL e de Ib-LDL
(Fig. 20B); e 0 padrdo B, com predominancia da sd-LDL (Fig. 20C).
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Figura 20. Padrdes de distribuicdo da sd-LDL apds ultracentrifugacdo. (A) Padrdo A
(< 40% de sd-LDL em relacdo a LDL total); (B) Padrdo intermediério (40-50% de sd-LDL em
relacdo a LDL total) e (C) Padrdo B (> 50% de sd-LDL em relagéo a LDL total).

O método de precipitacdo apresentou boa associacdo com a
ultracentrifugacdo. A anélise feita pela regressdo linear forneceu
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coeficiente de correlagdo (r) de 0,791 (p < 0,0001), com a seguinte
equacdo: Y = -2,22 + 0,99x (Fig. 21). As concentracGes de sd-LDL-C
nas amostras variaram entre 10,0 e 87,0 mg/dL na analise por
ultracentrifugacdo (média + desvio-padrdo: 41,9 + 12,7 mg/dL, CV =
30,4%) e de 7,0 a 98,0 mg/dL pelo método de precipitagdo (39,2 + 15,9
mg/dL, CV = 40,6%).
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Figura 21. Associagdo entre o método de precipitagdo para a quantificagdo do sd-LDL-C e o
método de referéncia por ultracentrifugagéo (n = 100).

Analise complementar foi realizada utilizando-se o grafico de
Bland-Altman (Fig. 22). Os resultados revelaram que o método de
ultracentrifugacdo forneceu concentracdo de sd-LDL, em média, 2,7
mg/dL (ICgse: 0,7 — 4,6 mg/dL) maior que 0 método de precipitacéo.
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Figura 22. Gréafico de Bland-Altman. Diferenca entre o método de ultracentrifugacdo e o
método de precipitagdo versus a média dos valores obtidos pelos dois métodos.
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55 OBTENCAO DO sd-LDL-C POR CALCULO

Considerando que ap0s o0 processo de precipitacdo as
lipoproteinas presentes no sobrenadante sdo apenas a HDL e a sd-LDL,
levantamos a hipotese que por meio das medidas de colesterol total (CT)
e do HDL-C no sobrenadante obter-se-ia o valor do sd-LDL-C, de
acordo com a seguinte férmula: sd-LDL-C = CT — HDL-C. Os ensaios
realizados para comprovar esta suposicdo foram feitos utilizando-se o
analisador Dimension®, com sistema fechado de reagentes, e mostraram
que a diferenca entre o resultado obtido pelo método homogéneo para
LDL-C e aquele obtido pela férmula foi de 9,9%, ou 2,4 mg/dL (p <
0,05; Fig. 23).

No entanto, a utilizacdo de sistemas abertos de reagentes no
aparelho Cobas Mira Plus, ndo forneceu resultados satisfatrios para o
calculo da sd-LDL. A diferenca entre os resultados da formula e da
medida direta chegou a 108,5% (p < 0,001) (Fig. 23).
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Figura 23. Estimativa do sd-LDL-C por célculo utilizando sistema fechado Dimension e
reagente Siemens ou o sistema aberto Cobas e reagente Labtest. Os resultados estdo expressos
em média £ desvio padrdo (n = 20). * p < 0,05 e ** p < 0,001 comparado ao controle (teste t de
Student e teste t de pareado Student apés transformagao logaritmica).

Esta diferenca entre os dois sistemas foi devida, pelo menos em
parte, a soma das variacdes analiticas dos parametros individuais,
colesterol total e HDL-C, no sistema aberto. Com 0s reagentes Labtest e
0 analisador Cobas Mira observou-se diferenca de 7,02% para o
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colesterol total e de -7,49% para o0 HDL-C, em relacdo ao sistema
fechado. Com base nestes dados e na obtencdo dos coeficientes da
andlise de regressdo entre os sistemas aberto e fechado (Fig. 24) foi
possivel corrigir os valores obtidos pelo sistema aberto aplicando-se a
seguinte equacdo: (sd-LDL-C = (CT/1,068) - (HDL-C/0,898))
Considerando-se que os laboratérios de analises clinicas podem utilizar
diferentes sistemas abertos, desde o analisador disponivel até o conjunto
diagndstico mais comumente utilizado, a correcdo matemdtica acima
ndo pode ser extrapolada para outros sistemas. Por outro lado, nos
laboratérios onde existe a possibilidade de utilizagdo dos sistemas
fechados, a quantificacdo da sd-LDL através da férmula torna-se uma
alternativa vidvel para a minimizacéo de custos.
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Figura 24. Correlagdo entre os sistemas fechado e aberto para a quantificacdo de (A)
colesterol total e (B) HDL-C. (n = 20).
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Além disso, outra possibilidade de reducdo nos custos da
metodologia para a quantificacdo da sd-LDL pode ser obtida pela
substituicdo do método homogéneo para HDL-C pelo método de
precipitacdo seletiva. Todavia, 0 método de precipitacdo seletiva, o qual
também contém poliénions, apresentou interferéncias na quantificacéo
do HDL-C no sobrenadante. Na tentativa de eliminar essas
interferéncias, foram avaliadas diferentes diluicdes do reagente
precipitante comercial Labtest com &gua. Os resultados das medidas do
HDL-C com os precipitantes diluidos foram comparados aqueles
obtidos pelo método homogéneo. A diluicdo de 2,8 vezes apresentou
resultados satisfatorios, enquanto os valores de HDL-C obtidos com as
diluicBes de 3 e 4 vezes foram significativamente diferentes em relacéo
ao método direto (Fig. 25).

50

Jl ] ] .

20

HDL-C (mg/dL)

Controle 1:2,8 1:3 1:4
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Figura 25. Efeito da diluicdo do reagente precipitante de HDL na determinago do HDL-C no
sobrenadante de amostras previamente precipitadas com o reagente para sd-LDL. Controle =
método homogéneo. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n = 20). *p <
0,05 e ** p < 0,001 comparado ao controle ( teste t de Student).

Na andlise de correlacdo, a diluicdo 1:2,8 apresentou r = 0,974 (p
< 0,001) e coeficiente linear e angular de 1,11 e 0,94, respectivamente
(Fig. 26A). Enquanto a diluicdo 1:3, apesar de ter mostrado coeficiente
de correlacdo semelhante aquele da diluicdo anterior (r = 0,972; p <
0,001), apresentou coeficientes linear e angular menos expressivos (a =
2,23 e b =0,89; Fig. 26B).



74

60
A Diluigéo 1:2,8 (v/v)
0T r=0074
P < 0,0001
a0l Y=111+0,94x

20 -

Precipitagdo seletiva HDL-C (mg/dL)

20 30 4IO 50 60
Método direto HDL-C (mg/dL)

60
B Diluicéo 1:3 (V/v)
50 |
r=0,973
P < 0,0001
40F Y =223+0,89%

30 |

20 -

Precipitagao seletiva HDL-C (mg/dL)

1 1
20 30 40 50 60

Método direto HDL-C (mg/dL)

Figura 26. Correlacéo entre 0 método direto para HDL-C e o método de precipitacéo
seletiva, apds diluicdo do reagente precipitante. (A) dilui¢do 1:2,8 (v/v); (B) diluicdo 1:3 (v/v).
(n=19).

Usui et al. (2002) demonstraram haver diferencas de reatividade
para determinadas fragdes da LDL, incluindo a pequena e densa, para 0s
varios métodos homogéneos de quantificacdo do LDL-C. Com base
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nesta informacdo, duas marcas de reagentes nacionais para este analito
foram avaliadas em sistema aberto Cobas Mira. Como controle,
considerou-se a andlise feita com o equipamento e os reagentes do
sistema fechado da Siemens, por apresentar menos variagdes. Os valores
de sd-LDL-C encontrados no sistema fechado automatizado Siemens
foram em média, 6,7 mg/dL (ou 21,5%) superiores aqueles obtidos com
0 reagente da Labtest, enquanto a diferenca entre a concentragcdo medida
com o reagente da Gold Analisa e com o sistema da Siemens foi de -4,8
mg/dL (ou -15,5%) (Fig. 27). Com base nestes resultados, sugerimos a
seguinte correcdo quando os reagentes da Labtest ou Gold Analisa sdo
utilizados para a quantificacdo de sd-LDL-C pelo método homogéneo:
Labtest, sd-LDL-C x 1,3; e Gold Analisa, sd-LDL-C x 1,2.

50

-15,5%
40 -21,5% *
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sd-LDL-C (mg/dL)

Siemens Labtest Gold Analisa

Conjuntos diagndésticos

Figura 27. Quantificacdo do sd-LDL-C por diferentes conjuntos diagnésticos. Os
resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n = 20). * p < 0,001 comparado ao
reagente Siemens (sistema fechado) (teste de Wilcoxon).
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56  QUANTIFICACAO DO sd-LDL-C EM INDIVIDUOS
NORMOLIPIDEMICOS, DISLIPIDEMICOS OU DIABETICOS TIPO
2

Na tentativa de iniciar a aplicacdo do presente método de
precipitagdo para a quantificacdo de sd-LDL-C, bem como comecar a
estabelecer valores de sd-LDL-C para a populagdo atendida no
ambulatério do Hospital Universitario da UFSC, foram realizadas
determinacbes de sd-LDL-C em individuos normolipidémicos
saudaveis, assim como naqueles com elevado risco para DAC,
dislipidémicos e diabéticos tipo 2.

5.6.1 Caracteristicas biodemograficas e clinicas dos participantes

Quatrocentos e trinta e quatro individuos participaram da
pesquisa, sendo 177 homens e 257 mulheres, com idade de 46,9 + 16,7
anos e IMC de 24,2 + 3,2 kg/m’. Dentre os participantes, 137 eram
normolipidémicos, 191 eram dislipidémicos (sendo 68 em tratamento
com estatinas ou fibratos e 123 sem tratamento hipolipemiante), e 106
pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (diagnéstico confirmado no
prontuario dos pacientes). As caracteristicas clinicas e biodemogréaficas
dos individuos de cada grupo estdo descritas na Tabela 2. De modo
geral, houve prevaléncia de individuos do sexo feminino em todos os
grupos, exceto no grupo dislipidémico sem tratamento com 49,6 e
50,4% de mulheres e homens, respectivamente. Os individuos
normolipidémicos eram mais jovens que o0s demais participantes,
enquanto os pacientes diabéticos apresentaram maior peso corpéreo e
IMC. Além disso, o nimero de individuos tabagistas foi semelhante nos
diferentes grupos.

Os parametros biogquimicos avaliados estdo descritos na Tabela 3.
A variagdo analitica inter-dia no aparelho Dimension® RxL (Siemens)
para o colesterol total foi de 3,3%, para o HDL-C foi de 6,2%, para o
LDL-C foi de 5,1% e para os triglicerideos foi de 3,3%. No aparelho
Cobas Mira Plus (Roche) o coeficiente de variagdo para o colesterol
total foi de 4,5%, para o HDL-C foi de 1,9%, para o LDL-C foi de 3,8%
e para os triglicerideos foi de 5,5%. Com excecdo do HDL-C dos
individuos em tratamento com estatinas, todos os demais parametros
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avaliados apresentaram diferenga significativa em relacdo aos
individuos normolipidémicos.
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Tabela 2 - Caracteristicas biodemograficas dos participantes.

Normolipidémicos Dislipidémicos Diabéticos tipo 2

- Com tratamento Sem tratamento _

(n=137) (n=69) (n=123) (n=106)
Homens/Mulheres 56/81° 14/54° 62/61° (45/61)°
Idade (anos) 32,6 +13,7° 56,1 + 10,2° 46,0 +13,7° 60,6 + 10,5°
Peso (kg) 62,4 +8,1° 63,9 + 6,9° 67,6 +7,6° 722+11,2°
IMC (kg/m?) 22,2 +2,0° 23,6+23" 242 +23 27,0 £3,9°
Tabagismo 6 (4,4%) 4 (5,9%) 4 (3,2%) 10 (9,4%)
Sedentarismo 55 (40,1%) 47 (69,1%)"° 73 (59,3%)° 70 (66,0%)"
Histérico Familiar de DM2 64 (46,7%) 22 (32,4%)" 52 (42,3%) 90 (84,9%)"
Histérico Familiar de DAC 68 (49,6%)° 38 (55,9%)" 63 (51,2%)" 77 (72,6%)"

Os resultados estdo expressos como média + desvio-padrdo. O tabagismo foi definido como uso atual, independente da quantidade de cigarros fumados por
dia. O histdrico familiar de DAC representa a existéncia de parentes de primeiro grau que tenham sofrido infarto do miocéardio, acidente vascular cerebral ou
doenca vascular periférica. O histérico familiar de DM2 é definido como a existéncia de parentes de primeiro grau que possuem (ou possuiram) diabetes
mellitus tipo 2 diagnosticado por profissional médico. M/F = masculino/feminino; IMC = indice de massa corporal; DM2 = Diabetes mellitus tipo 2; DAC =
Doenca Arterial Coronariana. Letras diferentes sobrescritas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os grupos (ANOVA e teste complementar
de Tukey; Teste qui-quadrado).
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Tabela 3 - Pardmetros bioquimicos do perfil lipidico e glicémico dos participantes.

Dislipidémicos

Normolipidémicos =~ Com tratamento Sem tratamento Diabéticos tipo 2

(n=137) (n=68) (n=123) (n=106)
Colesterol total (mg/dL) 165,9 + 29,8 214,3 £ 42,6% 226,9 + 46,1* 184,8 + 44,8*
HDL-C (mg/dL) 539+119 50,6 £ 14,1 459+ 12,9* 42,2 £9,7*
LDL-C (mg/dL) 91,9+ 23,7 131,3 £ 32,0* 143,7 + 36,6* 103,6 + 32,7**
Triglicerideos (mg/dL) 81,8+319 145,9 + 120,6* 190,8 + 154, 4* 178,3 + 149,4*
N&o-HDL-C (mg/dL) 1125+ 25,6 163,4 £ 31,1* 180,7 + 28,9* 144,1 + 25,3*
Glicose (mg/dL) 76,0 £5,7 87,8 £6,2* 86,4 +4,8* 162,8 £71,7*
HbA . (%) N.D. N.D. N.D. 8,0+2,3

Os resultados estdo expressos como média + desvio-padrao; M/F = masculino/feminino; HDL-C = colesterol da HDL; LDL-C = colesterol da LDL; sd-LDL-C
= colesterol da sd-LDL, HbA;; = hemoglobina glicada, N.D. = N&o determinado. * p < 0,001 e ** p = 0,01 quando comparados aos individuos
normolipidémicos (teste de Mann-Whitney).
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5.6.2 Concentracdo de sd-LDL-C em individuos normolipidémicos,
dislipidémicos e diabéticos tipo 2

A Figura 28 mostra os resultados da concentra¢do de sd-LDL-C
nos individuos dos diferentes grupos de participantes da pesquisa,
avaliada pelo método de precipitacdo descrito por Hirano et al. (2003) e
com diluicdo das amostras lipémicas com tampéo fosfato pH 8,5, como
descrito na secdo Materiais e Métodos. Como esperado, os individuos
dislipidémicos (sob tratamento ou ndo) e os pacientes diabéticos
apresentaram concentracdo significativamente maior de sd-LDL-C em
relacdo aos individuos normolipidémicos (Fig. 28A). Além disso, o
percentual de sd-LDL-C do LDL-C foi significativamente menor nos
individuos normolipidémicos em relacdo aos dislipidémicos e diabéticos
(Fig. 28B).

5.6.3 Concentracdo de sd-LDL-C em funcéo da idade e do sexo em
individuos normolipidémicos

A concentracdo da sd-LDL foi estratificada por faixas etarias e
pelo sexo no grupo de individuos normolipidémicos. Observou-se que
existe aumento de 2,0 mg/dL, em média, a cada 10 anos de idade e que
este aumento tornou-se significativo quando comparada a primeira faixa
etaria (18 a 28 anos) com a Ultima (52 a 78 anos) (Fig. 29).
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Figura 28. Concentragdo de sd-LDL-C (A) e em porcentagem de sd-LDL-C em relagdo ao
LDL-C total (B) no soro dos participantes dos diferentes grupos de estudo. Os resultados estéo
expressos em média + desvio padrdo. Normolipidémicos (n = 137), dislipidémicos (n = 123),
dislipidémicos sob terapia hipolipemiante (n = 68) e diabéticos tipo 2 (n = 106). * p < 0,05
comparado aos individuos normolipidémicos (Mann-Whitney).



82

I p <0,05 \
40r n=21 n=15
n=24
:T n=75 ] [
o
> 0T
S
N
Q x|
_
o
=
be] L
2 10

18-28 29-39 40-50 52-78
Idade (anos)

Figura 29. Concentracdo de sd-LDL-C em individuos normolipidémicos estratificados por
faixa etaria. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n = 137). (Kruskall-
Walis e teste complementar de Dunn).

A comparacdo entre individuos do sexo masculino e feminino,
independente da faixa etéria, ndo resultou em diferenca significativa. A
média para os homens foi de 27 mg/dL e para as mulheres 24 mg/dL
(Fig. 30; p = 0,107). Fazendo-se a mesma comparagdo, porém,
estratificando-se os individuos por faixa etaria e sexo, foi observado que
0s homens com idade entre 18 e 28 anos possuem concentragdo maior
de sd-LDL-C em comparacdo as mulheres de mesma faixa etaria (p <
0,05). As mulheres das faixas etarias de 40 a 50 anos e de 52 a 78 anos
também apresentaram valores significativamente maiores de sd-LDL-C
em relacdo as mulheres mais jovens (18 a 28 anos) (Fig. 31).
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Figura 30. Concentracéo do sd-LDL-C em mulheres e homens normolipidémicos. Os
resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n = 137). Ndo houve diferenca
significativa (p > 0,05; Teste t para amostras independentes, ap6s transformag&o logaritmica).
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Figura 31. Concentracdo de sd-LDL-C em mulheres e homens normolipidémicos
estratificados por faixa etaria. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n =
137). * p < 0,05 comparado as mulheres da respectiva faixa etéaria (teste t para amostras
independentes, apds transformacéo logaritmica); ** p < 0,05 comparado as mulheres de 18 a
28 anos (teste t para amostras independentes).
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Considerando-se a distribuicdo percentual de sd-LDL-C em
relagdo ao LDL-C total, observamos que a maioria dos individuos
normolipidémicos avaliados possui concentragdo de sd-LDL-C inferior
a 40% da LDL total e, portanto, pode ser classificada como pertencente
ao Padrdo A (Fig. 32). Treze individuos (ou 9,5%) apresentaram
concentracdo de sd-LDL-C entre 40 e 50% da total e sdo classificados
como Padrdo Intermediario (I), enquanto trés individuos (ou 2,2%)
foram classificados como Padrdo B, possuindo mais de 50% de sd-LDL-
C em relacdo ao LDL-C total (Fig. 32).
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Figura 32. Distribui¢do percentual do sd-LDL-C em relagdo ao LDL-C total. Os resultados
estdo expressos como nimero absoluto.

Os individuos normolipidémicos apresentaram concentracdes de
sd-LDL-C variando entre 5 e 48 mg/dL. Fazendo-se a separacdo por
quartis, observamos que os individuos do 1° quartil apresentaram
concentracfes de sd-LDL-C entre 5 e 18 mg/dL; aqueles do 2° quartil
tinham sd-LDL-C entre 19 e 23 mg/dL; do 3° quartil entre 24 e 31
mg/dL; e do 4° quartil entre 32 e 48 mg/dL (Fig. 33A). Em relagdo ao
primeiro quartil, as concentracfes de sd-LDL nos quartis subsequentes
apresentaram aumento de 44, 83 e 149%, respectivamente, com
diferenca significativa entre todos eles (p < 0,001). A percentagem de
sd-LDL em relagdo & LDL total foi de 10 a 21% para o 1° quartil; de 22
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a 26 para 0 2° quartil; de 27 a 33 para 0 3° e de 34 a 57% para 0 4° e

altimo quartil (Fig. 33B).
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Figura 33. Distribuicdo do sd-LDL-C em individuos normolipidémicos. (A) Concentracdo
absoluta de sd-LDL-C e (B) percentagem do LDL-C total. Os resultados estdo expressos em
média * desvio padrdo (n = 137). Letras diferentes expressam diferencas significativas (p <

0,001; Kruskall-Walis e teste complementar de Dunn).
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5.6.4 Concentragédo de sd-LDL-C em individuos dislipidémicos com
e sem tratamento hipolipemiante

Dentre os individuos dislipidémicos em tratamento com
hipolipemiantes, 59 utilizavam estatinas de primeira geracdo
(sinvastatina ou pravastatina), seis utilizavam estatina de segunda
geracdo (atorvastatina) e trés faziam uso de fibratos (Fig. 34). Devido ao
pequeno nimero de participantes utilizando estatinas de segunda
geracdo e fibratos, ndo foi possivel fazer analise comparativa do efeito
dos diferentes medicamentos hipolipemiantes na concentracdo de sd-
LDL.

I Estatinas de primeira geracdo
[ Estatinas de segunda geragao
[ IFibratos

86.8%

8.8%
4.4%

Figura 34. Medicamentos hipolipemiantes, em porcentagem, utilizados pelos individuos
dislipidémicos.
Os individuos dislipidémicos sob tratamento medicamentoso

apresentaram concentracdo significativamente menor de sd-LDL-C,
quando comparados aos individuos sem tratamento (Fig. 35).
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Figura 35. Concentracdo de sd-LDL-C em individuos dislipidémicos com (n = 68) e sem
tratamento hipolipemiante (n = 123). Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo.
(Teste de Mann-Whitney).

Dentre os 123 individuos dislipidémicos sem uso de medicacao
hipolipemiante, 49 apresentavam hipercolesterolemia isolada, 28 tinham
hipertrigliceridemia isolada, 36 com hiperlipidemia mista e 10
individuos possuiam HDL-C baixo isoladamente. Comparando-se
apenas os diferentes tipos de hiperlipidemias, observou-se que 0s
individuos com hiperlipidemia mista apresentaram concentracdo de sd-
LDL-C superior aos participantes portadores de hipercolesterolemia
isolada (Fig. 36).
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Figura 36. Concentragdo de sd-LDL-C em individuos com diferentes tipos de dislipidemias.
Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n= 28-49). * p < 0,001 quando
comparado aos individuos com hipercolesterolemia isolada (Kruskal-Wallis e teste
complementar de Dunn).
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Os individuos com HDL-C baixo foram avaliados
separadamente comparando-se aqueles com HDL-C baixo isoladamente,
HDL-C baixo combinado ao aumento de triglicerideos e HDL-C baixo
combinado ao aumento de LDL-C. Apesar de os individuos com HDL-C
baixo isoladamente apresentarem menor concentracdo de sd-LDL-C, a
diferenca observada ndo foi significativa (p = 0,160) (Fig. 37). Quando
comparados aos individuos normolipidémicos todos os grupos com
hipoalfaproteinemia apresentaram concentracdo significativamente
maior de sd-LDL-C (p < 0,001).
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Figura 37. Concentragdo de sd-LDL-C em individuos com HDL-C baixo isolado (n = 10),
associado a TG elevado (n = 18) ou associado a LDL-C elevado (n = 7). Os resultados estdo
expressos em média + desvio padrdo. * p < 0,001 quando comparado aos individuos
normolipidémicos (n = 137) (Krukall-Walis e teste complementar de Dunn).

5.6.5 Concentracéo de sd-LDL-C em pacientes diabéticos tipo 2

Dos 106 pacientes diabéticos tipo 2, 67 (63,2%) faziam
tratamento com hipolipemiantes. Os pacientes em uso de medicamentos
hipolipemiantes  apresentaram  concentragdo  de  sd-LDL-C
significativamente menor que os pacientes sem tratamento (Fig. 38).
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Figura 38. Concentracdo de sd-LDL-C em individuos diabéticos tipo 2 com (n = 67) ou sem
(n = 39) tratamento hipolipemiante. Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo.
(Teste t para amostras independentes).

A concentracdo de sd-LDL-C nos pacientes diabéticos apresentou
correlagdo positiva com a concentracdo de hemoglobina glicada (r =
0,305; p = 0,001), sugerindo que o controle glicémico adequado pode
influenciar na reducédo da concentracdo de sd-LDL-C (Fig. 39).
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Figura 39. Correlacdo de Pearson entre a concentragdo de sd-LDL-C e hemoglobina
glicada em pacientes diabéticos tipo 2 (n = 106).
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5.6.6 Associacao entre o sd-LDL-C e o indice de aterogenicidade

O indice de aterogenicidade (IAP = log [TG/HDL-C]) foi
calculado para os individuos dos diferentes grupos de estudo e, em
seguida foi feita a analise de correlacdo com a concentra¢do de sd-LDL-
C. Pode-se observar que pela analise conjunta de todos os participantes
houve correlagédo positiva entre o sd-LDL-C e o IAP (r = 0,503, p =
0,0001; Fig. 40). A analise de correlacdo em cada grupo mostrou que 0s
individuos normolipidémicos apresentaram correlacdo fraca (r = 0,256,
p = 0,002), enquanto os individuos dislipidémicos sob tratamento
hipolipemiante e os diabéticos tipo 2 apresentaram correlagdo moderada
(r = 0,467, p < 0,0001; r = 0,383, p < 0,0001). Curiosamente, nos
individuos dislipidémicos sem tratamento ndo foi possivel observar
associacdo entre o sd-LDL-C e 0 IAP (r = 0,154, p = 0,088).
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Figura 40. Associacéo entre a concentracdo de sd-LDL-C e o indice de aterogenicidade (I1AP =
log [TG/HDL-C]) em todos os individuos participantes do estudo (Correlagéo e Pearson).
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5.6.7 Intervalos de concentracéo e frequéncia de distribuicao de sd-
LDL-C no soro dos participantes

A concentracdo e a frequéncia de sd-LDL-C no soro dos
individuos dos diferentes grupos encontra-se representada na Figura 41.
Para o estabelecimento de intervalos de concentracdo de sd-LDL-C em
cada grupo de estudo, foram utilizados os percentis 5 e 95, conforme
apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Intervalos de concentragdo da sd-LDL-C (mg/dL) no soro
dos participantes do estudo.

Grupos Percentil Percentil Média (2DP)
5e95 50
Normolipidémicos
13-41 23 25,1 (7,5-42,7)
(n=137)
Dislipidémicos sob
17 - 125 44 50,7 (0- 117,7)
tratamento (n = 68)
Dislipidémicos sem
31-118 57 63,8 (6,6 - 121,0)
tratamento (n = 123)
Diabéticos tipo 2
25-122 63 65,9 (6,9 — 125,7)

(n = 106)
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Figura 41. Distribuicdo de sd-LDL-C no soro dos individuos participantes do estudo. (A)
Normolipidémicos; (B) Dislipidémicos sob tratamento hipolipemiante; (C) Dislipidémicos sem
tratamento hipolipemiante e; (D) Diabéticos.
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6 DISCUSSAO

A quantificacdo dos lipideos evoluiu de ensaios quimicos e de
extracdo relativamente dificeis — realizadas apenas em laboratérios de
pesquisa — para a quantificacdo de lipoproteinas complexas e subfragdes
destas, muitas das quais podem ser realizadas com rapidez e precisdo em
laboratérios de analises clinicas. Os ensaios laboratoriais sdo agora
utilizados para auxiliar o diagnostico da DAC, com vistas, inclusive, a
prevencdo da doenca, bem como monitorar o efeito dos tratamentos. A
medida que novas metodologias sdo inseridas na rotina laboratorial,
continuara a ser igualmente importante que elas sejam precisas e que
agreguem valor a prevencao e ao tratamento das dislipidemias e da DAC
(McNAMARA; WARNICK & COOPER, 2006). Neste estudo apresentamos
a otimizacao do método de precipitagdo com heparina e magnésio para a
quantificacdo da sd-LDL, originalmente descrito por Hirano et al.
(2003), bem como avaliamos a distribuicdo desta subfracdo de LDL no
soro de individuos normolipidémicos, dislipidémicos e pacientes
diabéticos atendidos no Ambulatdrio do Hospital Universitario da
UFSC.

As informagdes referentes a estabilidade do reagente precipitante
e das amostras ndo estavam muito bem estabelecidos. De acordo com 0s
achados obtidos no presente estudo, o reagente contendo cloreto de
magnésio (90 mmol/L) e heparina (150 U/mL) permaneceu estavel por
até sete meses, armazenado a 4 °C (Fig. 6). Apesar desta boa
estabilidade, considerando-se, inclusive, que o reagente ndo contém
conservante, ndo foi preparado de maneira estéril e que, dessa forma,
poderia apresentar crescimento flngico ainda que em geladeira,
recomenda-se a preparacdo de um novo reagente a cada dois meses, ou
diante do surgimento de quaisquer particulas em suspensdo, presenca de
turbidez ou alteracédo de cor.

As amostras de soro armazenadas a 4 °C apresentaram variacfes
significativas na concentracdo de sd-LDL-C ap6s o quarto dia (Fig. 7A e
7B). Curiosamente, amostras de soro contendo valores elevados de sd-
LDL-C se mantiveram constantes durante todo o periodo de tempo
avaliado de 10 dias (Fig. 7C). Estudos adicionais deverdo ser realizados
para esclarecer o efeito da concentracdo de sd-LDL-C na estabilidade
das amostras para a quantificacdo pelo método de precipitacdo seletiva.
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A andlise do sobrenadante, obtido ap6s a precipitacdo das lipoproteinas
do soro, também revelou estabilidade satisfatoria durante quatro dias de
armazenamento a 4 °C (Fig.8). Alternativamente, o armazenamento do
soro a temperatura de -20 °C foi efetivo para a estabilidade da amostra
pelo periodo avaliado de 15 dias, enquanto o sobrenadante ndo se
mostrou estavel nesta temperatura, sugerindo diferencas na sensibilidade
dos constituintes envolvidos na reacdo de precipitacdo frente a distintas
temperaturas (Fig. 9). Contrario aos nossos resultados, Hirano et al.
(2003) relataram que as amostras de soro se mantiveram estaveis por até
sete dias, a 4 °C, mas ndo a -20 °C. Porém, corroborando 0s nossos
achados, nas instrugdes de uso do conjunto diagndstico, desenvolvido
pelos autores e langado no mercado pela Denka Seiken Co., consta a
informacédo de que o sobrenadante é estavel por 5 dias a 4 °C (sd-LDL-C
Denka Seiken Co., 2006). Assim, diferentemente do que foi descrito pelos
autores (HIRANO et al., 2003), é possivel a utilizagdo de amostras de soro
armazenadas a -20 °C para a quantificagdo do sd-LDL-C pelo ensaio de
precipitacéo.

De acordo com os autores proponentes do método de precipitacao
para a sd-LDL, ndo ocorre interferéncia de triglicerideos na reacéo,
tendo sido, inclusive, citada a participacdo no estudo de individuos com
quilomicronemia (TG > 1000 mg/dL) (HIRANO et al. 2003). Em nosso
laboratério, porém, ndo houve a reproducdo destes resultados e
observou-se que em determinadas amostras (especialmente aquelas com
TG > 300 mg/dL) ndo ha formacdo do pellet. E interessante notar,
entretanto, que em publicacBes subsequentes, os autores relataram o
refinamento da metodologia através da utilizacdo de tubo tipo
Eppendorf contendo membrana filtrante, com o objetivo de eliminar
detritos frequentemente presentes exatamente no sobrenadante de
amostras hipertrigliceridémicas apds mistura com o reagente
precipitante (ITO, 2004 apud HIRANO, 2005). Diante do custo elevado
desses acessorios, buscamos alternativas igualmente préticas, porém,
com custo reduzido para eliminar as interferéncias observadas e tornar o
método aplicavel a rotina laboratorial.

A interferéncia observada em amostras lipémicas é referente a
auséncia de sedimentacdo do agregado de lipoproteinas contendo apo B
apo6s a mistura com a heparina e o cloreto de magnésio (Fig. 10A).
Entretanto, por meio da adicdo de particulas de VLDL em amostras de
soro normolipémico e hipertrigliceridémico pdde-se observar que a ndo
sedimentacdo do agregado de lipoproteinas ndo interferiu na
quantificagdo do sd-LDL-C (Fig. 11). Ou seja, as lipoproteinas
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agregadas, mesmo que suspensas na solucdo, a qual convencionamos
chamar de “infranadante”, ndo participam da reacdo de quantifica¢do da
sd-LDL pelo método homogéneo de LDL-C, ou do HDL-C e colesterol
total por quaisquer métodos. Dessa forma, foi possivel estabelecer como
“controle” a concentra¢do de sd-LDL-C medida no infranadante para
todos o0s ensaios subsequentes de otimizacdo. Vale comentar que, devido
ao descrito acima, 0s ensaios de otimizacdo continuaram a ter como
objetivo a promoc¢do da sedimentacdo do agregado de lipoproteinas no
sentido de facilitar o processo de pipetagem da amostra, principalmente
em sistemas automatizados cujos tubos capilares poderiam sofrer
obstrugdes. Da mesma forma, continuamos a usar o termo “interferéncia
da lipemia”, embora ndo tenham sido constatadas interferéncias
analiticas.

Conforme ja descrito por Ito et al. (2004), o processo de filtracdo
da mistura soro-reagente precipitante ap6s o tempo de rea¢cdo mostrou-
se efetiva para a eliminacdo da interferéncia da lipemia (Fig. 12).
Todavia, o0 procedimento aqui utilizado (seringa e membrana filtrante)
ndao se mostrou pratico o suficiente para ser aplicado na rotina
laboratorial, além de requerer volume maior de amostra.

Na sequéncia dos ensaios de otimizacao, verificamos o efeito de
detergentes para eliminar a interferéncia da lipemia. Dentre o0s
detergentes mais comumente empregados para aplicagcBes bioguimicas
estdo o Triton X-100, o octaetilenoglicol dodecil éter (Cy2Eg), 0
deoxicolato de sddio e o dodecil sulfato de sodio (SDS) (SUDBRACK,
2011). Desta maneira, optou-se pela utilizacdo do SDS para tentar
solubilizar o excesso de lipoproteinas presentes em amostras
hipertrigliceridémicas, e com isto promover melhor sedimentacdo do
agregado formando o pellet. Entretanto, a adi¢cdo de SDS 2,5, 5 e 10%
promoveu aumento significativo na concentragdo de sd-LDL-C de 37,
122 e 92% respectivamente, decorrente de interferéncias na etapa de
precipitacdo por interagdo com os polianions, na etapa de quantificacdo
pelo método homogéneo para LDL-C, ou em ambas (Fig 13A). Apesar
de a solucdo de SDS 1% ndo ter provocado aumento significativo na
concentracdo do sd-LDL-C (12,3%), a mesma diminuiu em 39,2% a
concentracdo do HDL-C (Fig. 13B).

A precipitacdo seletiva de lipoproteinas por diferentes misturas de
poliénions e cétions divalentes vem sendo descrita na literatura ha mais
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de 40 anos. Lamplugh et al. (1978) mostraram que a concentracdo de
polidnions necessaria para a precipitacdo completa da VLDL ¢
diretamente proporcional a quantidade de VLDL presente na amostra.
Com base nesta informacdo, a estratégia seguinte foi primeiramente
aumentar a concentracdo, do cation divalente Mg®* e, em seguida, a
solucdo com resultados mais satisfatérios foi combinada a concentragéo
maior de polianions. A solugcdo de MgCl, 130 mmol/L aumentou
visivelmente a sedimentacdo quando comparada as solucdes de 90 e 110
mmol/L, enquanto as concentracbes mais altas de Mg** (150 e 170
mmol/L) ndo foram superiores aquela de 130 mmoL/L (Fig. 14). Assim,
optou-se por avaliar o efeito do MgCl, 130 mm/L combinado a heparina
250 U/mL. Este reagente modificado aumentou substancialmente a
sedimentacdo de algumas amostras hiperlipémicas. Porém, a melhora
ndo foi suficiente para promover a total sedimentacdo em todas as
amostras hipertrigliceridémicas. Além disso, o reagente modificado
diminuiu significativamente a quantificacdo do sd-LDL-C em 37%, em
média, ndo se mostrando, desta forma, viavel para o nosso propdsito
(Fig. 15).

A diluicdo do soro é uma pratica bastante utilizada na rotina
laboratorial, seja para diminuir a quantidade do analito, quando este
extrapola a linearidade do método, seja para diminuir as interferéncias
causadas por algumas substancias, como lipideos, glicose e
hemoglobina. O diluente a ser utilizado pode variar de acordo com o
analito a ser quantificado e os mais comuns sdo &gua deionizada,
solucdo fisioldgica (salina) e PBS pH 7,4. A diluicdo das amostras
lipémicas foi avaliada primeiramente com agua (1:2, v/v), onde se
observou a total sedimentacdo das particulas lipoprotéicas. Porém, ao
analisar o sobrenadante ndo foi possivel detectar qualquer quantidade de
sd-LDL-C, indicando que o uso da agua resultou na precipitacdo de
todas as lipoproteinas, inclusive da sd-LDL (Fig. 16A). A utilizacdo de
salina e PBS pH 7,4 igualmente ndo produziram resultados satisfatorios,
apresentando diminuicdo significativa de 24 e 20%, respectivamente, na
concentracdo de sd-LDL-C (Fig. 16A). Apesar da diferenca estatistica, o
resultado mais promissor foi obtido com a utilizacdo de solucdo PBS e,
assim, decidiu-se avaliar o efeito de tampédo de facil prepara¢do, com
menos sais na composi¢cdo, como o tampao fosfato.

As concentragBes de fosfato normalmente usadas em outros
sistemas de ensaios analiticos variam de 50 a 200 mmol/L. Assim,
optamos por usar a concentragdo 100 mmol/L. Além disso, segundo
relatos de Grove (1979), no método de precipitacdo para o HDL-C, o pH
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do reagente precipitante foi critico para a boa acuracia do método.
Assim sendo, formulamos a hipdtese de que o pH seria responsavel
pelas interferéncias observadas com os diluentes anteriores e, portanto, o
novo tampdo a ser avaliado foi preparado com diferentes concentragdes
hidrogenidnicas, como pH &cido (6,1), neutro (7,4) e alcalino (8,0 e 8,5).
Com base nos resultados, verificamos que, independente do pH do
tampdo, todas as amostras hipertrigliceridémicas  estudadas
apresentaram sedimentacdo com o tampado fosfato 100 mmol/L. Em
seguida, fazendo-se a quantificacdo do sd-LDL-C no sobrenadante, foi
observado que em pH &cido ocorreu a precipitacdo de todas as
lipoproteinas, incluindo a sd-LDL; em pH neutro ainda houve co-
precipitacdo de grande parte da sd-LDL resultando em diminuigdo de
72%; e em pH alcalino (8,0 e 8,5) os resultados foram satisfatérios em
relacdo ao controle, com variagéo de 12,8 e 1,3%, respectivamente (Fig.
16B). Estudos anteriores confirmam nossas observagdes, uma vez que
mostraram que a LDL foi precipitada com heparina em pH é&cido
(EISENHAUER et al, 1987; WIELAND & SEIDEL, 1983) e em pH neutro
(BURSTEIN, SCHOLNICK & MORFIN, 1970). Considerando-se o forte
poder de sedimentacdo demonstrado pelo diluente tampéo fosfato pH
8,5 (1:2, viv) — capaz de promover a sedimentacdo completa, inclusive
de amostra com TG > 1000 mg/dL, e formagdo de pellets altamente
estaveis — foi verificado se dilui¢des menores poderiam ser utilizadas.
Em amostras com concentragfes de triglicerideos de até 460 mg/dL,
diluicdo de apenas 1,2 vezes foi suficiente para promover a
sedimentacdo das lipoproteinas, enquanto nas amostras com
concentracdes de até 1150 mg/dL foi necessaria diluicdo de 1,5 vezes
(Tabela 1). Dessa forma, conclui-se que o volume de tampéo fosfato 100
mmol/L pH 8,5 a ser usado pode ser reduzido, porém é dependente da
concentracao de triglicerideos na amostra.

Verificamos também que o colesterol elevado, isoladamente, até
a concentragdo méaxima avaliada de 350 mg/dL n&o interferiu na
sedimentacdo. Por outro lado, a concentracdo minima de triglicerideos
gue afetou a sedimentacédo das lipoproteinas foi bastante variavel, entre
200 e 300 mg/dL, dando indicios de que além da concentracdo de TG
algum outro fator relacionado & amostra estaria igualmente interferindo
na sedimentacdo (Fig. 18). Dentre as inUmeras hipoteses avaliadas,
como presenga de medicamentos hipolipemiantes e concentragcdo de
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glicemia ou imunoglobinas elevadas, somente a heterogeneidade das
particulas lipoproteicas parece plausivel interferir na sedimentacdo pelos
cations divalentes e polianions. A descoberta da heterogeneidade dentro
das principais classes de lipoproteinas fez com que as subfragdes fossem
reconhecidas como tendo significancia individual em termos de
associacdo com doengas (PACKARD & SHEPHERD, 1997). Estudos
demonstraram a predominancia de subclasse de VLDL maior e menos
densa em pacientes diabéticos e com hiperlipidemia familiar combinada
(ADIELS et al., 2005; GEORGIEVA et al., 2004). Considerando-se que em
nosso estudo, grande parte das amostras lipémicas era proveniente de
individuos com um dos quadros clinicos citados anteriormente, talvez a
predominéncia de determinadas subfracdes, explique o fato de amostras
com concentragdes idénticas de triglicerideos se comportarem de
maneira tdo distinta quanto a sedimentacéo.

Considerando algumas divergéncias encontradas em nossos
resultados dos ensaios de precipitacdo com aqueles descritos
originalmente por Hirano et al. (2003), resolvemos confirmar a
concentracdo de sd-LDL obtida pela precipitagdo com aquela encontrada
no método por ultracentrifugacdo, considerado padréo ouro. Nos ensaios
de comparacdo de métodos, obtivemos boa correlagdo para os valores de
sd-LDL-C (y = -2,22 + 0,99x; r = 0,791, p < 0,0001; n = 100) (Fig. 21).
O coeficiente de correlagdo diferiu ligeiramente daquele relatado por
Hirano et al. (2003) (r = 0,884). De acordo com Westgard e Hunt
(1973), o valor de r é diretamente dependente do intervalo de dados, ou
seja, intervalos mais amplos resultam em valores de r mais altos e
intervalos menores, em valores mais baixos. Portanto, a diferenca nos
coeficientes de correlagdo dos dois estudos pode ser justificada pela
amplitude no intervalo de abrangéncia dos valores de sd-LDL-C: 10 - 87
mg/dL no presente estudo e 13 - 133 mg/dL no estudo de Hirano et al.
(2003). Analises complementares foram realizadas utilizando-se o
grafico de Bland-Altman e revelaram que o método de
ultracentrifugacdo forneceu resultados de sd-LDL-C 2,7 mg/dL mais
altos, em média, que o método de precipitacdo (Fig. 22) (BLAND &
ALTMAN, 1983). No entanto, esta diferenca entre 0s métodos pode ser
considerada de pouca relevancia clinica.

Apo6s a precipitacdo das lipoproteinas que contém apo B,
inclusive da Ib-LDL, as Unicas lipoproteinas a permanecer no
sobrenadante sdo a HDL e a sd-LDL, sendo que esta Gltima €
guantificada diretamente pelo método homogéneo de LDL-C. Dessa
forma, foi proposto que a concentracdo de sd-LDL-C poderia ser obtida
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por calculo por meio da diferenga de colesterol total e de HDL-C no
sobrenadante. Realmente, o uso da equacdo matematica é factivel;
porém depende do sistema/equipamento de medida. No analisador
Dimension® utilizando sistema de reagente fechado, a diferenca da
equacdo para 0 método homogéneo foi de 9,9% (ou 2,4 mg/dL; p =
0,03; Fig. 23). Apesar de estatisticamente significante, esta diferenga
pode ser considerada clinicamente irrelevante. Por outro lado, no
analisador Cobas Mira Plus com sistema de reagente aberto, a diferenca
chegou a 108,5% mostrando que a aplicacdo da férmula s6 € possivel
com a utilizacdo de sistemas de reagentes fechados, onde a variacdo
analitica dos ensaios de colesterol total e HDL-C s@o menores. Embora
tenhamos feito a correcdo para adaptacdo dos resultados ao sistema
fechado (sd-LDL = (CT/1,068) — (HDL-C/0,898)), esta ndo pode ser
estendida a outros analisadores.

A possibilidade de redugdo nos custos da metodologia foi
também avaliada com a substituicdo do método homogéneo para o
HDL-C pelo método de precipitacdo seletiva. Apo6s diversos testes
chegou-se a conclusdo de que é possivel quantificar o HDL-C no
sobrenadante, desde que o reagente precipitante comercial para HDL-C
seja diluido 2,8 vezes com 4&gua, eliminando desta maneira, a
interferéncia causada pelo excesso de cations divalentes.

Para finalizar, os métodos homogéneos para LDL-C podem
apresentar reatividade distinta para determinadas subfracdes de LDL
(USUI et al., 2002; YAMASHITA et al., 2009). Com base nestes relatos
decidimos avaliar a quantificagdo do sd-LDL-C por trés conjuntos
diagndsticos de marcas distintas. Os reagentes fornecidos pelas
companhias nacionais, Labtest e Gold Analisa (sistemas abertos),
apresentaram resultados 21,5 e 15,5%, respectivamente, menores que
aqueles obtidos com o reagente da Siemens (sistema fechado) (Fig. 27).
Os trés conjuntos de reagentes usam 0 mesmo principio de reacdo e os
mesmos constituintes quimicos. No entanto, a leitura de absorbéncia
com o reagente da Siemens em sistema automatizado é feita em dois
comprimentos de onda (bicromatica) para minimizar variacGes,
enquanto nos ensaios com reagentes no sistema aberto as leituras de
absorbancia sdo feitas em apenas um Unico comprimento de onda.
Assim, é possivel que isto possa contribuir para as diferencas de
resultados de sd-LDL-C quantificado pelos diferentes sistemas
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analiticos. Dessa forma, fatores de corregdo devem ser aplicados para as
andlises feitas por ambas as marcas (Labtest: sd-LDL-C x 1,3 e Gold
Analisa: sd-LDL-C x 1,2), ou o estabelecimento de valores de
“referéncia” para sd-LDL-C especificamente com estes reagentes.

Tendo em vista que os problemas metodoldgicos com a
determinacdo da sd-LDL pelo ensaio de precipitacdo foram resolvidos,
examinamos a aplicabilidade do método na rotina laboratorial em nossa
populacdo, no sentido de verificar a concentracdo de sd-LDL-C no soro
de individuos normolipidémicos saudaveis, individuos dislipidémicos e
pacientes diabéticos atendidos no Laboratdrio de Analises Clinicas do
Hospital Universitario da UFSC. De acordo com os resultados aqui
apresentados, os valores de sd-LDL-C encontrados no soro dos
individuos dos diferentes grupos de estudo sdo semelhantes aqueles
relatados para outras populagdes.

Em nosso estudo, observamos aumento significativo de sd-LDL-
C em individuos dislipidémicos e diabéticos quando comparados aos
normolipidémicos, tanto na concentracdo, quanto na percentagem de sd-
LDL-C em relacdo ao LDL-C total. Os dislipidémicos sob tratamento
hipolipemiante apresentaram concentracdo de sd-LDL-C, em média, 2
vezes mais alta, enquanto nos individuos dislipidémicos sem tratamento
e nos diabéticos os valores de sd-LDL-C foram 2,5 vezes maiores do
gue nos normolipidémicos (Fig. 28A). Estes resultados estdo
condizentes com aqueles reportados por Menys et al. (2003), que
observaram aumento de 2 vezes no sd-LDL-C em dislipidémicos sob
medicacdo hipolipemiante comparados a individuos saudaveis. Hirano
et al. (2004) também relataram aumento de 1,8 vezes em diabéticos e em
individuos dislipidémicos.

A estratificacdo por faixa etaria no grupo normolipidémico,
revelou que existe aumento médio no sd-LDL-C de 8,3% (2 mg/dL) a
cada 10 anos de idade e que este aumento torna-se significativo na
comparagdo das faixas etarias 18 a 28 anos e 52 a 78 anos, quando a
diferenca chega a 25% (Fig. 29). Na comparacdo entre as faixas etarias
de individuos do mesmo sexo, também foi possivel observar aumento na
concentracdo de sd-LDL-C com o aumento da idade, sendo que nas
mulheres de 40 a 78 anos este aumento foi significativo quando
comparado as mulheres de 18 a 28 anos (Fig. 31). Resultados
semelhantes foram relatados no Framingham Offspring Study, onde se
evidenciou a correlacdo entre a sd-LDL e o aumento da idade
(McNAMARA et al., 1987). Maki et al. (2000) também observaram que a
predominéncia do padrdo B em mulheres no periodo pés-menopausa foi
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32% maior do que naquelas pré-menopausa. Ainda, as mulheres com o
padrdo B pertenciam a faixa etaria maior do que aquelas com o padrédo
A (MAKI et al., 2000).

No presente estudo, a comparacdo entre homens e mulheres,
independente da idade, ndo resultou em diferenca estatisticamente
significativa ainda que os homens tenham apresentado concentracdo de
sd-LDL-C em média 12,5% maior (Fig. 30). No entanto, quando
estratificados por faixa etaria os homens de 18 a 28 anos apresentaram
concentracao significativamente maior de sd-LDL-C do que as mulheres
da mesma idade (Fig. 31). Embora a diferenca entre as outras faixas
etarias ndo tenha sido significativa, pode-se observar que os homens
tiveram tendéncia a apresentar valores mais elevados de sd-LDL-C,
exceto na faixa etaria entre 52 e 78 anos. Segundo Freedman et al.
(2004), este fato pode ser atribuido as concentracdes mais elevadas de
triglicerideos normalmente observadas em individuos do sexo masculino
(FREEDMAN et al., 2004) e que se correlacionam positivamente com a
sd-LDL (KAZUMI et al., 1999; GRIFFIN et al., 1994; CAMPOS et al.,1992).
No entanto, em nosso estudo somente os homens da faixa etaria entre 29
e 39 anos apresentaram valores de triglicerideos maiores do que as
mulheres de mesma idade (105,5 vs. 73,1 mg/dL; p = 0,023). Além dos
triglicerideos, a lipase hepatica também est4 envolvida na formagdo da
sd-LDL e, neste contexto, foi demonstrado que a atividade da lipase
hepética é duas vezes maior nos homens do que nas mulheres e esta
diretamente relacionada a diminuigdo no tamanho das particulas de LDL
(TAN et al., 1995; WATSON et al., 1994).

Campos et al. (1992) mostraram que a prevaléncia de particulas
pequenas e densas de LDL foi de 33% nos homens, 14% nas mulheres
no periodo pos-menopausa e 5% nas mulheres no periodo pré-
menopausa. As observacdes de Watson et al. (1994) de que as mulheres
apresentavam particulas de LDL maiores comparadas as dos homens
também concordam com o nosso achado. Freedman et al. (2004)
relataram que apds os 55 anos de idade, a concentragdo média de LDL-
C foi maior entre as mulheres, mas a quantidade de particulas de LDL
permaneceu maior entre os homens até a idade de 70 anos. As anlises
indicaram também que esta inversdo na concentragdo de LDL-C entre o
sexo masculino e feminino foi atribuida as particulas grandes e
intermediarias. Com o0 aumento da idade, a quantidade excedente de
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particulas grandes de LDL nas mulheres aumentou de cerca de O para
200 nmol/L, enquanto nos homens a quantidade excedente de particulas
intermediarias diminuiu. Em contrapartida, nos homens a quantidade
excedente de particulas pequenas de LDL aumentou entre as idades de
25 e 50 anos (FREEDMAN et al., 2004).

Com base nos dados do Women’s Health Study, que avaliou
mulheres de meia idade por periodo médio de trés anos, Blake et al.
(2002) mostraram que a concentracdo basal de LDL foi maior e o
tamanho da particula de LDL foi menor entre as mulheres que
posteriormente tiveram eventos cardiovasculares. De maneira similar,
St-Pierre et al. (2005) relataram que dentre os participantes do Québec
Cardiovascular Study (2072 homens, com idade entre 35 e 64 anos,
acompanhados durante 13 anos) que tiveram o primeiro evento de
doenca cardiaca isquémica apresentavam maior propor¢do de particulas
pequenas de LDL bem como concentracdo elevada de sd-LDL-C,
guando comparados aos individuos sem a doenca.

Tendo em vista que a predominancia de sd-LDL foi aceita como
fator de risco cardiovascular pelo National Cholesterol Education
Program (2002) e que os estudos populacionais cada vez mais
evidenciam a associacdo entre sd-LDL e episddios cardiovasculares, se
faz necessério identificar na populagdo os individuos com o fenétipo B
de distribuicdo da LDL, ainda que estes sejam normolipidémicos, para
gue se possa dar inicio ao processo preventivo, uma vez que estes
individuos apresentam alto risco para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares. No presente estudo, observamos que dos 137
individuos normolipidémicos avaliados, 121 apresentaram padrdo de
distribuicdo A, 13 (9,5%) padréo | e trés (2,2%) padrdo B (Fig. 32), de
acordo com os padrbes de distribuicio da LDL previamente
estabelecidos, padrdo A (< 40% de sd-LDL em relacdo a LDL total),
padrdo | (40-50%) e padrdo B (> 50%) (GRIFFIN et al., 1999). Os
resultados da prevaléncia de padrdo | e padrdo B séo semelhantes, ou
inferiores, aos reportados em varios outros estudos (AMBROSCH et al.,
1998; AUSTIN et al., 1990; CAMPOS et al., 1992; SELBY et al., 1993).
Assim, apesar da baixa frequéncia de padrdo B na populacdo de
individuos normolipidémicos atendida no ambulatério do HU-UFSC, o
percentual de 9,5 de individuos com padrdo | poderia ser passivel de
intervencbes terapéuticas, eventualmente pelo uso de hipolipemiantes,
visando a reversao ao padrao A.

De fato, os individuos dislipidémicos sob tratamento
hipolipemiante apresentaram concentracdo significativamente menor de
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sd-LDL-C, quando comparados aos individuos dislipidémicos sem
tratamento (Fig. 35). Estes individuos utilizavam, em grande parte,
estatinas de primeira geracéo (86,8%) e, em menor proporcéo, estatinas
de segunda geracéo e fibratos (8,8 e 4,4%, respectivamente) (Fig. 34).
Os resultados corroboram as informagdes descritas anteriormente sobre
o efeito das estatinas em reduzir a sd-LDL (BAHADIR et al., 2009;
BALDASSARRE et al., 2005) e sobre o efeito indireto dos fibratos em
diminuir o sd-LDL-C ao reduzir a concentracdo de triglicerideos
(TOKUNO et al., 2007).

Os individuos dislipidémicos sem tratamento hipolipemiante
também foram classificados por tipo de dislipidemia. No total foram 123
individuos, dos quais 39,8% apresentavam hipercolesterolemia isolada,
22,8% hipertrigliceridemia isolada, 29,3% hiperlipidemia mista e 8,1%
apresentavam HDL-C baixo isoladamente. As hiperlipidemias foram
analisadas separadamente e observou-se que o0s individuos com
hiperlipidemia mista apresentaram concentracdo média de sd-LDL-C
maior que os individuos com hiperlipidemias isoladas, com diferenca
estatisticamente  significativa em relacdo aos individuos com
hipercolesterolemia  (Fig. 36). Resultados semelhantes foram
encontrados por varios autores (HIRANO et al., 2004; HIRANO et al., 2009;
HOKANSON et al., 1995; HOKANSON et al., 1993; GRUNDY et al., 1987).

Os individuos com HDL-C baixo também apresentaram
concentracdo significativamente maior de sd-LDL-C em relagdo aos
individuos normolipidémicos (Fig. 37). No entanto, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os diferentes tipos de
hipoalfalipoproteinemia, isolada ou combinada a TG ou LDL-C
elevados. O HDL-C baixo também é um componente bem conhecido de
uma variedade de estados dislipidémicos. Estes incluem doencas
genéticas, tais como hipertrigliceridemia familiar, hiperlipidemia
familiar combinada e doencas metabdlicas, como diabetes mellitus néo
insulino-dependente e sindrome metabolica (BARTER et al., 2003).
Genest et al. (1993) estudaram 102 familias com hipoalfaproteinemia
isolada ou em associagdo com hiperlipidemia e observaram que todos 0s
grupos apresentavam concentracdo elevada de particulas pequenas de
LDL.

O padrdo mais comum de dislipidemia em pacientes diabéticos
tipo 2 sdo os valores elevados de triglicerideos e a diminuigdo do HDL-
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C. A concentracdo de LDL-C ndo é, normalmente, significativamente
diferente daquela de individuos ndo diabéticos de mesma faixa etaria.
Entretanto, pacientes diabéticos normalmente tém preponderancia de
particulas menores e mais densas de LDL, o que possivelmente aumenta
a aterogenicidade mesmo que a concentracdo absoluta de LDL-C néo
esteja aumentada (American Diabetes Association, 2003). Dentre 0s
pacientes diabéticos aqui avaliados, 63,2% faziam tratamento com
hipolipemiantes e apresentaram concentragdo de sd-LDL-C
significativamente menor que os pacientes sem tratamento (Fig. 38).
Estes resultados sdo condizentes com os relatos sobre o efeito dos
hipolipemiantes em reduzir o sd-LDL-C (TOKUNO et al, 2007;
YOSHINO, HIRANO & KAZUMI, 2002) ou aumentar o tamanho das
particulas de LDL (WAGNER et al., 2003; LAHDENPERA et al., 1993), em
pacientes diabéticos.

A concentracdo de sd-LDL-C nos pacientes diabéticos apresentou
correlagdo positiva pequena, porém significativa, com a concentracao de
hemoglobina glicada (Fig. 39), indicando que, pelo menos em parte, 0
sd-LDL-C esta associado ao controle glicémico. Em mulheres no
periodo poés-menopausa, a concentracdo da glicemia de jejum, da
insulina e da hemoglobina glicada também foi significativamente maior
entre aquelas com o padrdo B de distribuicdo de LDL (MAKI et al.,
2000). Ogita et al. (2008) demonstraram que os valores de sd-LDL foram
inversamente associados a concentracdo de insulina apés o teste de
sobrecarga de glicose em individuos saudaveis, corroborando, assim, 0s
achados sobre a diminuicdo da sd-LDL em pacientes com diabetes
mellitus tipo 2, apds tratamento intensivo com insulina (HAYASHI et al.,
2006).

Para finalizar, os valores de sd-LDL-C nos individuos aqui
avaliados apresentaram correlagdo positiva com o indice aterogénico (r
= 0,503, p < 0,0001) (Fig. 40), em concordancia com resultados
descritos anteriormente sobre a relagdo inversa entre o indice
aterogénico e o tamanho da particula de LDL (DOBIASOVA &
FROHLICH, 2001).

Concluindo, pesquisas sobre a sd-LDL ao longo dos ultimos vinte
anos conseguiram demonstrar a associagdo entre esta subfracdo e os
eventos cardiovasculares em diversos grupos da populacdo, fazendo
com que a mesma fosse aceita como fator de risco para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Acreditamos que,
brevemente, este pardmetro podera fazer parte da avaliacdo do perfil
lipidico devido ao surgimento de metodologias répidas, eficientes e de
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custo acessivel, para que a quantificacdo da sd-LDL seja feita
rotineiramente nos laboratdrios de andlises clinicas. Em nosso estudo,
aperfeicoamos um método que atende as exigéncias citadas acima e
demonstramos que além do acompanhamento de grupos de risco para
DAC como, dislipidémicos e diabéticos, é possivel indentificar entre os
individuos normolipidémicos aqueles que tém maior propensdo ao
desenvolvimento de doencas cardiacas, propiciando, assim, o inicio de
medidas preventivas.
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7 CONCLUSOES

Foi desenvolvido um método simples, pratico e de baixo custo
para a determinagdo do colesterol na fracdo pequena e densa da
lipoproteina de baixa densidade (sd-LDL-C) com potencial aplica¢do no
laboratério clinico. O método apresenta as caracteristicas de imprecisao
de 8,2 e 7,0% (CV intra- e inter-dia, respectivamente) e, quando
comparado ao método de referéncia, por ultracentrifugacdo, apresentou
correlacdo aceitavel (y = -2,22 + 0,99x; r = 0,791, p < 0,0001; n = 100),
com diferenca média entre os métodos de 2,7 mg/dL.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS Participante N°

CEP: 88040-970 - FLORIANOPOLIS - SANTA L L
CATARINA —l—

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O(A) Sr.(a) estd sendo convidado(a) a participar, como
voluntario(a), da pesquisa intitulada “Quantificacdo da LDL pequena
e densa em soro de individuos normolipidémicos e
hiperlipidémicos”, de responsabilidade do pesquisador Prof. Dr.
Edson Luiz da Silva. Neste estudo, pretende-se estabelecer valores de
referéncia da LDL pequena e densa para a populacdo saudavel e avaliar
a quantidade da mesma em pacientes com dislipidemias e diabetes
mellitus. Este estudo é necessario porque evidéncias crescentes vém
demonstrando que a sub-classe pequena e densa da LDL é mais
aterogénica do que a LDL de maior tamanho e menor densidade. Além
disso, a LDL pequena e densa esta aumentada no plasma de individuos
com dislipidemias e de pacientes com diabetes mellitus, o que faz com
estes pacientes apresentem maior risco para a doenca cardiaca
coronariana.

O(A) senhor(a) deve manter os seus habitos de vida regulares
durante o periodo de tempo do estudo, como por exemplo, consumir o
mesmo tipo de alimentagdo, praticar ou ndo exercicios fisicos.
Precisamos, também, da sua autorizacdo para a realizacdo de uma coleta
de 5 mL de sangue (1 tubo), em jejum de 12-14 horas.

Esse protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC (n° xxxxxX) e trard apenas o
desconforto das coletas de sangue. Esperamos, entretanto, que esse
estudo traga beneficios, tais como a melhor prevengdo e o
monitoramento da doenca arterial coronariana. Esta pesquisa ndo
oferece riscos maiores do que os citados acima, ndo tem fins lucrativos,
é confidencial e 0 seu home seré usado apenas no primeiro momento de
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coleta das amostras de sangue. Em seguida, as amostras serdo
identificadas pelo numero do seu cadastro. Os resultados do estudo
poderdo ser publicados em revistas cientificas, apresentados em
congressos ou eventos cientificos ou as autoridades sanitarias, sem que
seu home seja mencionado em parte alguma.

O(A) senhor(a) podera se beneficiar diretamente dos resultados
obtidos no final do estudo, caso estes sejam de interesse clinico. Sua
participacdo é voluntéria, podendo desistir desta pesquisa em qualquer
de suas fases. Se vocé tiver alguma ddvida em relacdo ao estudo ou ndo
quiser mais fazer parte do mesmo, pode entrar em contato pelos
telefones 3721-8053; 8832-8872. Se vocé estiver de acordo em
participar, garantimos que as informacdes obtidas e o material coletado
serdo confidenciais e s6 serdo utilizados neste trabalho.

Eu, abaixo assinado, concordo em participar deste estudo.

Nome do(a) participante Assinatura Data
Edson Luiz da Silva Luciana da Silveira Cavalcante
Coordenador Pesquisador
Fone:3721-8053; Fone:8832-8872;

edson@ccs.ufsc.br lucavalcante@gmail.com
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA
CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE L

DEPARTAMENTO DE ANALISES CLiNICAs ~ Participante

CEP: 88040-970 - FLORIANOPOLIS - SANTA  No| | | |
CATARINA —

FONE: (48) 3721-8053;3721-9712 - FAX: (48)
3721-9542

Consentimento Para Participar Deste Estudo

Eu, declaro que li e
compreendi as informacfes contidas nesse documento. Fui devidamente
informado(a) pelos pesquisadores — Prof. Dr. Edson Luiz da Silva e
Luciana da Silveira Cavalcante - dos procedimentos que serdo utilizados
e da conduta deste estudo intitulado “Quantificacdo da LDL pequena
e densa em soro de individuos normolipidémicos e
hiperlipidémicos.”, e concordo em participar da pesquisa cOmMO
voluntario. Foi-me garantido que posso retirar 0 consentimento a
gualquer momento, sem que isso leve a qualquer penalidade. Declaro
ainda que recebi uma copia desse Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Florianépolis, de de

Assinatura do (a) participante R.G
Voluntario

Prof. Dr. Edson Luiz da Silva
Professor Coordenador

Luciana da Silveira Cavalcante
Mestranda
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APENDICE B

Projeto de Pesquisa — LDL pequena e densa

Questionéario — Avaliacéo Clinica
Participante N° |__|

Identificagdo:

Nome:

Sexo: [1masculino [ feminino Estado civil:

Peso: Altura:

Data de nascimento: / / Idade:
Raga: [ branco pardo [Jamarelo [J negro

Escolaridade: [ analfabeto [11° grau incompleto [11° grau completo [1 2° grau
incompleto [12° grau completo (] superior incompleto [ superior completo (] pos-
graduacéo

Fatores de Risco:

1. Hipertensdo arterial sim Tndo
2. Diabetes [1sim [1ndo
3. Histérico Familiar de Diabetes [1sim [Indo Parentesco:
4. Colesterol alto [Jsim Cnao
Ultimo LDL:
5. Triglicérides alto [1sim [Indo

Ultimo Triglicérides:

6. Tabagista [1sim T1ndo
NPe cigarros/dia:

1 Eventualmente [] Ex-fumante Parou ha:
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7. Antecedentes Familiares de Doenca Arterial Coronariana:

[1sim [Jndo
8. Problema respiratério: []sim [ ndo Quais:
9. Problema hepético: Osim [ ndo Quais:
10. Problema renal: [Jsim [Jndo Quais:
11. Hipertireoidismo: [sim [Indo
12. Hipotireoidismo: Osim  [Jndo

Antecedentes de Morbidades (ndo cardiovasculares)

1. Cirurgias:
2. Internagdes:

3. Doengas:

4. Processo infeccioso ou inflamatorio recente: [ ndo [J sim

Qual?
Habitos:
1. Atividade Fisica [ sim nao
Quantas horas na semana: Quantos meses por ano:

2. Seu grau de atividade fisica no lazer &

(1)-principalmente sedentéria; (2)-exercicio leve (sentado: leitura, TV); (3)-
exercicio moderado (esforco minimo: pescar,caminhada, pintura); (4)-exercicio
extremo (batimentos cardiacos rapidos: correr, jogar futebol, natacéo).

Seu grau de atividade fisica no trabalho é:

(1) predominantemente caminha no mesmo nivel; (2) principalmente caminha
em niveis diferentes; (3) atividade fisica pesada; (4) principalmente sedentario;
(5) exercicio leve.

3. Bebida Alcodlica [Isim [1ndo Frequente {1 sim [J ndo  Raramente [}
sim [1ndo
4, Estresse [sim I ndo

5. Medicacéo em uso
[1Nenhum ] Diurético [] Estatinas ] Fibratos

1 Anti-Hipertensivo [ Vit. E suplemento [1 Vit. C suplemento
[1Vit. A suplemento [ Multivitaminas [ Extratos Vegetais

(1 Oleo de peixe [1 Antiinflamatdrios ndo esteroidais
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[ Anticoncepcional (1 Oral (] Injetavel [ Intradérmico

[1 Outras medicacoes regulares  Qual (is):

6.  Tratamentos Alternativos

(1 Nenhum 71 Acupuntura 1 Hipnose 1 Homeopatia
Outras:

7. Doenca Arterial em outro local
[J Nenhuma [] Cérebro [ Periférico [ Aorta [JRenal [J Intestino

8.  Angina pectoris Presente [1sim [ndo
Inicio: __ /[

9. Infarto do Miocérdio U'sim I ndo
Data__/ /
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http://www reitoria.ufsc.br/~hpcep/projeto_cep/relatorios/ver_parec...

—
“‘;“\ COMITE DE ETICA EM Logado como: Pesquisador, Ol Edson Luiz da Silval (Alterar dados pessoais)
\wown’ PESQUISA COM SERES HUMANOS

Inicio  Cadastrar Nova pesquisa  Minhas Pesquisas  Sair

IMPRIMIR PARECER | VOLTAR

Parecer Consubstanciado N°: 608/11

Data de Entrada no CEP: 19/02/2010

Titulo do Projeto: d para 2 i da sub-fragdo pequena e densa
da Hmrole{na de baixa densidade (sd-LDL): Avaliacdo da sérica em indi déveis, dislipi i
e diabéticos.

Pesquisador Responsavel: Edson Luiz da Silva
Pesquisador Principal: Luciana da Silveira Cavalcante
Propésito: Mestrado

Instituicio onde se realizaré: Outras

pel
peo )

e da sub-fragdo de LDL pequena e densa na rotina
sérica da fragdo de LDL pequena e densa em Individuos normolipidémicos,
<) Dar inicio a0 de valores de referéncia para a populagdo saudével.

3 4
b) Verificar a
e

Sumério do Projeto (Preenchido pelo pesquisador)

Breve Estudos de le e estudos

quea sérica de LDL (li de baixa & um fator de risco independente e modificével
para doengas cardiovasculares. Todavia, existe um grande nimero de pacientes com DAC que possuem valores
desejaveis de LDL-colesterol, indicando, assim, a presenca de outros fatores envolvidos na génese e progressdo dessa
doenca. De fato, a LDL ndo é uma entidade Gnica, mas, um grupo de particulas variando em
tamanho e densidade, com predomindncia de particulas menores que s5o mais aterogénicas. O aumento da
aterogenicidade da sub-classe de LDL pequenas e densas (sd-LDL) é devido & redug8o da afinidade pelo receptor da
LDL, resultando em atraso na captacdo da lipoproteina pelo figado; maior infiltragdo na camada subendotelial;

B e maior 2 oxidag8o devido & redugdo no seu conteldo

na a
antioxidante. Considerando que o t

Tamanho da Amostra: (indique como foi estabelecido): A utilizacio do nimero de Individuos ou pacientes
estipulado estd baseada em dados da literatura e em método estatistico. O método, chamado de teste de hipétese,
baseia-se no calculo do menor nimero de individuos necessario para que a diferenca entre as populagdes em exame
seja estatisticamente significante, Este célculo depende da preciséo (que é a menor diferenca a ser detectada como
la esperada (quanto maior a dispers&o dos dados, maior terd que ser a
amostra), do (P, ou estar um erro do Tipo I) que é a probabilidade
aceitével de achar uma diferenca quando na verdade ela ndo existe (falso verdadeiro; quanto menor for o alfa
escolhido, maior serd a amostra edo L] de se estar um erro do Tipo
I1) que é o risco aceitdvel de estar perdendo uma diferenga que reaimente existe. m sendo, partimos de alguns
pressupostos para o calculo do nimero de particip

Participantes / Sujeitos: (quem seré o objeto da i do estudo os que
concordarem com o protocolo e o termo de Serdo incluidos voluntérios de
ambos os sexos, entre 30 e 60 anos de idade, que apresentarem perfil lipidico normal (grupo controle), que
apresentarem valores séricos de colesterol total > 200 mg/dL; LDL-colesterol > 130 mg/dL; LDL-c/HDL-C > 25e
triglicerideos < 400 mg/dL (grupo ou que forem de diabetes mellitus tipo 2 (grupo
diabetes). SerSo excluidos do estudo individuos que apresentarem outras doengas, como céncer, doengas hepéticas,
géstricas, renals, obesidade mérbida e hiper ou hipotireoidismo.

Infraestrutura, do local onde seré realizada a Pesquisa: Os ensaios de andlise do perfil lipidico serdo realizados
no Laboratério de Pesquisa em Lipideos, e - D de Andlises Clinicas - UFSC,
equipado com a basica, sob 2 ori do do projeto.

Procedimentos / intervencbes: (de natureza As amostras
de sangue serdo coletadas utilizando sistema a vacuo, em tubos sem anticoagulante, para a obtencio do soro, apbs
jejum de 12 a 14 h para a determinago do perfil lipidico, segundo a recomendagdo da IV Diretriz Brasileira Sobre

i e cdo d
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o Andlises Medidas de colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol,
trigliceridecs e glicose ~ Instrumentos: conjunto de reagentes quimicos, centrifuga e espectrofotdmetro,

] optimizar a para e da sub-fragio da LDL
pequena e densa de forma 2 asua il na rotina ial. Em segundo lugar e iguaimente
na local os 14 descritos em artigos cientificos Internacionais.
Ou seja: Hipétese 0: Valores de LDL pequena e densa maiores em i icos e com
diabetes mellitus quando 2os indi Hipétese 1: Valores de LDL pequena e densa
de individuos dislipidémicos e pacientes com diabetes mellitus iguais aos dos individuos normolipidémicos. Por titimo,
dar Inicio a0 i dos valores de referéncia da LDL pequena e densa para a populagdo de Santa

Catarina.

Comente sobre os riscos para os participantes deste estudo: O estudo nio apresenta riscos aos participantes,
com excegho da dor e possivel formagdo de hematoma provocadas pelas coletas de sangue.

como os serao modos de e quem ira obter o
Os com suspeita de dislipidemias, pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e
4 serdo por convites orais, ou por meio de cartazes convocatérios distribuidos no

Hospital Uni i e clinicas iali na cidade de Flori: Em um segundo momento, serd esclarecido

aos o do estudo e a ] do mesmo em relagdo 3 contribuiclio para a

eo da doenca arterial em e com diabetes mellitus.
Estao os para assinar o consentimento? Sim
Quais os procedimentos que deverao ser seguidos pelos ujeito: el desistir

sujeitos se eles

em qualquer fase do estudo? Consta na cépia do termo de consentimento informado o telefone de todos os
pesquisadores envolvidos, os quais poderdo ser utilizados para dirimir quaisquer dividas ou mesmo para informar o
cancelamento da participago no estudo, ndo havendo, para tanto, de

Ultimo Parecer enviado
Enviado em: 29/05/2010

Comentarios

O TCLE esté elaborado de maneira a permitir que o sujeito da pesquisa seja esclarecido. A pendencia foi resolvidal

Parecer
Aprovado
Data da Reunido
31/05/2010
(Enviado em: 27/03/2010 ) R |
A pesquisa proposta segue os principios éticos que norteiam a boa pratica de pesquisa com seres
humanos, mas o TCLE carece de alguns reparos para atender o disposto no capitulo IV.1 da
resolugdo 196/96 do CNS: "...Exige-se que o esclarecimento dos sujeltos se faga em linguagem
Comentarios: acessivel...". Isso & necessario para que a autonomia do sujeito da pesquisa seja preservada,
bastando esclarecer e ndo apenas Informar a respeito da pesquisa em que ele participa. Assim,
serd preciso o TCLE, com uma mais simples sem contudo
| deixar de informar.
| Parecer: Pendente
Outa de faunifio: __9/3p00 R SR
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