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Atividade da Enzima Acetil-Hidrolase do Fator Ativador de Plaquetas
(PAF-AH) em Pacientes com Diabete Melito Tipo 1

Platelet-Activating Factor Acetylhydrolase (PAF-AH) Activity in Patients with Type 1 Diabetes Mellitus

Simone Henriques de Castro*, Hugo Caire de Castro Faria Neto**, Marilia de Brito Gomes*
*Servigo de Diabetes do Hospital Pedro Ernesto - UER] e **Laboratério de Imunofarmacologia da FIOCRUZ - Rio de Janeiro, R

Resumo

Objetivo: Avaliar a atividade da acetil-hidrolase do fator ativador de plaquetas (PAF-AH) e sua relacao com variaveis
clinicodemogrificas, com o controle metabdlico, os niveis de apolipoproteinas A e B e a suscetibilidade da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) a oxidagao in vitro em pacientes com DM tipo 1 (DM 1).

Métodos: Foram avaliados 42 pacientes com DM1 (27 mulheres) e 48 nao-diabéticos (16 mulheres), pareados por
sexo, idade e indice de massa corporal (IMC). Os exames realizados foram: glicemia de jejum (GJ) e pés-prandial
(GPP), lipidograma, acido trico (AU), hemoglobina glicosilada (HbA1c) e coeficiente de oxidacao da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) por espectrofotometria. A analise da atividade da PAF-AH foi realizada por espectrofotometria
(Cayman Chemical).

Resultados: A analise da atividade da PAF-AH mostrou haver maior atividade enzimatica nos pacientes com DM 1 do
que nos nao-diabéticos (0,0150 + 0,0051 versus 0,0116 + 0,0041; p < 0,001). Nos pacientes com DM 1, encontramos
correlacao direta entre a atividade da PAF-AH e a idade e a LDL, e inversa entre a PAF-AH e a HbA1c e a lipoproteina de
alta densidade (HDL).

Conclusao: A PAF-AH, na amostra estudada, apresentou maior atividade nos pacientes com DM 1, fator que pode estar
relacionado ao maior risco de desenvolver doencas cardiovasculares apresentados por portadores dessa doenca. Ainda
sao necessarios novos estudos para avaliar a real participacao dessa enzima no risco de desenvolvimento das doengas
ateroscleréticas nos pacientes com DM 1.

Palavras-chave: PAF-acetilhidrolase, diabete tipo 1, doencas ateroscleréticas.

Summary

Objective: To evaluate platelet-activating factor acetylhydrolase (PAF-AH) activity and its relationship with clinical and demographic variables,
metabolic control, apolipoprotein A and B levels and the susceptibility of low-density lipoprotein (LDL) to in vitro oxidation in patients with type
1 diabetes mellitus (DM 1).

Methods: Forty two patients with DM 1 (27 females) and 48 control subjects (16 females) matched for gender, age and body mass index (BMI)
were evaluated. The following tests were performed: fast plasma glucose (FG) and postprandial plasma glucose (PPG), lipid profile, uric acid
(UA), glycosylated hemoglobin (HbA1c), and low-density lipoprotein (LDL) oxidation rate using colorimetric assay. The PAF-AH activity was
analyzed using colorimetric assay (Cayman Chemical).

Results: The analysis of PAF-AH activity showed a higher enzyme activity in patients with DM 1 than in control subjects (0.07150 + 0.0057 vs.
0.0116 + 0.0041; p < 0.001). In patients with DM 1, a direct correlation between PAF-AH activity and age and LDL, and an inverse correlation
between PAF-AH and HbATc and high-density lipoprotein (HDL) were found.

Conclusion: In the sample studied, PAF-AH showed a higher activity in patients with DM 1, a factor that may be related to the higher risk of
developing cardiovascular diseases observed in these patients. Further studies are necessary to evaluate the real participation of this enzyme in

the risk of development of atherosclerotic diseases in patients with DM 1.
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Introducao

A doenca cardiovascular é a principal causa de morbidade
e mortalidade no diabete melito tipo 1 (DM tipo 1), sendo
responsavel por 44% de todas as mortes de pacientes com
DM tipo 1'2. Diversos métodos foram utilizados para avaliar
a presenca da doenga aterosclerética nos pacientes com DM
tipo 1, evidenciando que a doenca coronariana ja pode estar
presente mesmo em pacientes jovens*®.

O processo oxidativo é considerado um componente
importante no estdgio inicial e na progressao da doenga
aterosclerética. A atividade da enzima PAF-AH pode ser
protetora nesse processo, ja que a associacao dessa enzima
com a LDL e a HDL previne a formagao da molécula de LDL
minimamente oxidada in vitro e sua internalizacao pelos
macréfagos®®.

Recentemente, a aterosclerose tem sido considerada uma
doenga inflamatéria cronica. O processo inflamatério contribui
significativamente para o inicio, a progressao e a ruptura
das placas ateroscleréticas ricas em lipidios®'°. As células
responsaveis pelo dano tecidual associado a inflamagao séo
recrutadas e ativadas por uma série de mediadores, sendo o
fator ativador de plaquetas (PAF) um fosfolipidio envolvido
nesse processo. Pode haver geragao de fosfolipidios com
atividade pré-inflamatéria por meio da fragmentacao oxidativa
do acido graxo fosfatidilcolina, o qual é chamado de PAF-like.
A atividade bioldgica do PAF e dos fosfolipidios PAF-like é
atenuada pelas enzimas fosfolipases A2 (FLA2)"".

Estudos mostram que as FLA2 estao envolvidas no
processo inflamatério e na aterogénese, e que tanto a do
tipo Il secretéria quanto a associada a lipoproteina (PAF-
acetilhidrolase/PAF-AH) podem estar relacionadas com risco
de doenca coronariana'*'>. Teoricamente, essa enzima pode
promover a aterogénese, se os produtos que ela liberar dos
fosfolipideos da LDL tiverem efeito deletério na parede
arterial'; ou pode ser protetora, se ao hidrolisar o PAF
reduzir a tendéncia inflamatéria e trombética do sangue'. A
PAF-AH no plasma esta principalmente associada com a LDL
(preferencialmente subfracdo 5); entretanto, uma pequena
parcela (< 20% da atividade enzimatica) esta associada com
a HDL (preferencialmente subfragao 1)'".

O presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade

Variaveis DM 1

N 42
Sexo (F/M) 16/26
Idade (anos) 24,3 +9,6
Idade no diagnéstico (anos) 14,6 = 8,0
Duragao da doenca (anos) 9,7 +7,3

indice de massa corporal (kg/m?)
PAS (mmHg)
PAD (mmHg)

PAS = pressao arterial sistélica; PAD = pressao arterial diastélica

21,8 (15,8 — 29,8)
110,0 (90,0 - 130,0)
70,0 (50,0 - 90,0)

da PAF-AH e sua relagdo com variaveis clinicodemogréficas,
com o controle metabélico, os niveis de apolipoproteinas A
e B e a suscetibilidade da lipoproteina de baixa densidade
(LDL) a oxidagao in vitro em pacientes com DM tipo 1, a
fim de observar a interferéncia de varidveis classicamente
relacionadas com maior risco de doenca cardiovascular nos
pacientes com diabetes e esse novo fator estudado.

Métodos

Pacientes - Foram avaliados 50 pacientes com DMT,
acompanhados regularmente no ambulatério de Diabetes do
Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) — UER), e 48 ndo-
diabéticos, pareados por sexo, idade e indice de massa corporal
(IMC), ap6s assinatura do termo de consentimento previamente
aprovado pelo comité de ética do HUPE. As caracteristicas
clinicodemogréficas das duas amostras no momento da coleta
dos exames sdo apresentadas na tabela 1.

Os critérios de exclusao para os diabéticos foram:
tabagismo, etilismo, infecgao sistémica e/ou uso de
medicamentos que pudessem alterar os resultados da
determinacao da suscetibilidade do LDL a oxidacdo, como os
inibidores da ECA, sulfato ferroso e complexos vitaminicos e
de sais minerais contendo vitaminas C e E e Zn, Se, Fe e Cu,
e presenca de eventos cardiovasculares prévios, retinopatia
e nefropatia diabéticas e neuropatia diabética clinica. No
grupo dos nao-diabéticos, esses critérios incluiam também a
presenca de familiares diretos portadores de diabete melito.

De acordo com os critérios de exclusao, 8 pacientes com
diabete tipo 1 foram excluidos do estudo por apresentarem
nefropatia diabética incipiente e/ou retinopatia diabética.

Os participantes foram submetidos a coleta de sangue apés
12 horas de jejum e 2 horas ap6s café da manha, com 400
kcal padronizado em relagdo a concentragao de carboidrato,
proteina e gordura. Os exames realizados foram: glicemia de
jejum (GJ) e pés-prandial (GPP) (glicose oxidase); colesterol
total (CT), colesterol HDL, triglicerideos (TG) e 4cido trico (AU)
por meio de reacoes colorimétricas com leitura pelo aparelho
Cobas-Mira (Roche); hemoglobina glicosilada (HbATc— HPLC
com leitura pelo aparelho Merck Hitachi 9100 — VR 2,6% a
6,2%, e coeficientes de variagdo intra- e interensaio menor
que 1%). A LDL foi calculada pela férmula de Friedwald'.

Nao-diabéticos P
48
27/21 -
249 7,8 -
22,2 (18,5 -36,2) -
110,0 (90,0 — 148,0) 0,393
70,0 (60,0 —95,0) 0,513

Tabela 1 - Caracteristicas do grupo de nao diabéticos e de DM 1 no momento da coleta dos exames
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Foram calculados os indices CT/HDL e LDL/HDL.

Todos os pacientes coletaram 3 amostras de urina noturna
em um periodo de 3 meses, sendo o intervalo minimo entre
elas de 2 semanas. Eles foram orientados a desprezar a urina
das 20 horas e coletar toda a urina até 6 horas do dia seguinte
para a determinacao da taxa de excrecao de albumina (EUA).
O volume urinario foi aliquotado e estocado em frascos
de vidro a 70° C até a andlise. A concentracdo urindria de
albumina foi determinada por radioimunoensaio (Diagnostic,
California, Estados Unidos, sensibilidade de 0,3 ug/ml) com
coeficientes de variagao intra- e interensaio de 8,7% and 8,3%,
respectivamente. Baseado na EUA, somente os pacientes
com normoalbumindria (EUA < 20 ug/min em duas das trés
amostras de urina)' foram incluidos. Os pacientes com DM
1 foram submetidos a fundoscopia com dilatacao das pupilas
através de oftalmoscopia pelo mesmo oftalmologista.

Para a andlise da suscetibilidade da LDL a oxidacgao in
vitro, foram coletados 20 ml de sangue a vacuo em tubos com
EDTA, os quais foram centrifugados a 4°C por 20 minutos a
800 x g. Apbs a separagao do plasma, esse foi imediatamente
processado para o isolamento da LDL seguindo as etapas
descritas: ajuste da densidade para 1,3 g/ml pela adigao de
brometo de potassio (4,5g de KBra cada 9 ml de plasma), com
posterior preparo dos tubos de ultracentrifugagao com 20 ml
de solugdo salina a 0,9% e os 9 ml de plasma anteriormente
preparados. Esses tubos foram entao centrifugados a 4°C por
3 horas a 150.00 x g. Apds a ultracentrifugacao, a banda
de lipoproteinas com densidade entre 1,019 e 1,063 g/ml,
compativel com a da LDL, foi coletada?®*'. Esse material teve
sua concentragao protéica dosada pelo método do Biureto?
e ajustada para 0,2 mg/ml. Ao material obtido foi adicionado
sulfato de cobre (CuSO,) 20 mM na proporcao de 1 ul para
cada 1T ml de LDL, e essa solugao foi colocada em banho a
37°C por 24 horas.

A avaliacdo da LDL oxidada foi feita de forma indireta
mediante o calculo do coeficiente de oxidacao dessa
particula®?*, o qual utiliza em sua férmula a absorvancia em
3 comprimentos de onda da luz UV, a saber: 205 nm, 232
nm e 280 nm. O coeficiente de oxidagao foi calculado por
meio da seguinte férmula: Abs 205 — Abs 280 / Abs 232 — Abs

280, onde Abs 205 = leitura das duplas ligagdes dos acidos
graxos poliinsaturados dos fosfolipideos do LDL; Abs 232 =
leitura dos dieno conjugados; e Abs 280 = leitura da fragao
protéica da LDL.

Resultados

O controle glicémico dos pacientes estudados estava
inadequado e nao houve diferenca estatisticamente
significativa nos niveis de colesterol total e fragoes dos
dois grupos avaliados (tab. 2). Os niveis de acido trico e
triglicerideos foram menores nos diabéticos do que nos nao-
diabéticos [3,65 + 0,98 mg/dl versus 4,69 = 1,34 mg/dl; p <
0,001 e 69,00 (26,00-201,00) versus 87,50 (20,00-278,00);
p = 0,027 respectivamente].

Os pacientes com DM 1 apresentaram média de coeficiente
de oxidacao basal da LDL semelhante a dos ndo-diabéticos.
Entretanto, 3h ap6s a adicao de CuSO, esse coeficiente foi
menor no grupo dos diabéticos (6,98 = 1,36 versus 7,91 =
1,48; p = 0,007) (fig. 1; tab. 3).

De acordo com o Cédigo de Minnesota, nenhum paciente
apresentava doenca coronariana possivel ou definida ou

o 157
s —— N3o diabéticos
3 —e— Diabéticos
% p = 0,007
O 104
()
T
2
S
5 5
®
o
o
O T T 1
0 10 20 30

Tempo (horas)

Fig. 1 - Coeficiente de oxidagao antes e 1h, 3h, 6h e 24 horas apés adicao de
sulfato de cobre em ndo diabéticos e em pacientes com diabete tipo 1.

Variaveis DM 1 Nao-diabéticos p
GJ (mg/dl) 147,5 (33,0-574,0) 78,0 (57,0-98,0) -
GPP (mg/dl) 199,0 (91,0-620,0) 95,0 (62,0-147,0) -
HbATc (%) 8,9 (4,9 - 15,5) 5,1 (3,1 - 6,0) .
CT (mg/dl) 169,4 + 37,7 182,9 + 41,6 0,113
HDL (mg/dl) 44,5 (21,0 - 67,0) 42,5 (25,0-73,0) 0,521
LDL (mg/dl) 104,3 (68,0 — 164,0) 116,2(68,0 — 209,0) 0,204
TG (mg/dl) 69,0 (26,0 — 201,0) 87,5 (20,0 - 278,0) 0,027
AU (mg/dl) 3,6 £09 46 =13 <0,001
EUA (ug/min) 9,6 (2,2-19,2) 3,90,3-11,7) <0,001

GJ = glicemia de jejum, GPP = glicemia pds-prandial, IC = indice de controle, CT = colesterol total, HDL = lipoproteina de alta densidade, LDL =
lipoproteina de baixa densidade, TG = triglicerideos, AU = dcido drico, EUA = taxa de excrecao urindria de albumina.

Tabela 2 - Variaveis de controle metabélico

Arq Bras Cardiol 2007; 88(2) : 179-184
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Coeficientes de oxidacao DM 1 Nao-diabéticos P

Basal 10,24 = 2,16 10,04 = 1,50 0,669
1 hora 9,23 £1,95 9,55 £ 1,24 0,424
3 horas 6,98 = 1,36 7,91 £ 1,48 0,007
6 horas 5,36 £ 1,30 5,68 = 1,29 0,303
24 horas 3,96 (2,08 —7,58) 3,95 (2,83 - 6,94) 0,692

Tabela 3 - Coeficiente de oxidacao da LDL

infarto do miocdrdio possivel ou definido.

A andlise da atividade da PAF-AH revelou haver maior
atividade enzimatica nos pacientes com DM 1 do que nos
nao-diabéticos (0,0150 = 0,0051 versus 0,0116 = 0,0041;
p < 0,001 umol/min/ml) (fig. 2).

Ao avaliarmos a correlagao entre a atividade da PAF-AH
e as demais variaveis nos pacientes com diabete tipo 1,

= Nao diabéticos

+ Diabéticos
0.034 N
p < 0,001

0.024 s

3 0.014

Atividade da PAF-AH
umol/min/ml)

0.00

Fig. 2 - Atividade da PAF-AH (umol/min/ml) em ndo diabéticos e pacientes
com diabete tipo 1.

observamos dados significativos como: idade (r = 0,328; p
= 0,034), HbATc (r = -0,319; p = 0,039), HDL (r = -0,348;
p =0,028) e LDL (r = 0,324; p = 0,041) (fig. 3). A regressao
multipla em stepwise utilizando a atividade da PAF-AH com
varidvel dependente e a idade, sexo, IMC, HbATc, HDL
e LDL como variaveis independentes mostrou HDL e LDL
como as varidveis independentes explicativas da variagao da
atividade desta enzima (step 1: r = 0,231, r2 = 0,053, beta
=-0,231, p = 0,039; step 2: r = 0,316, r2 = 0,100, beta =
-0,252, p = 0,017).

Discussao

A literatura é controversa sobre a importancia da
concentragdo e atividade da PAF-AH no processo
aterosclerético?’-*3. Existem estudos demonstrando que
pacientes com DM tipo 1 apresentam niveis diminuidos de
PAF-AH, diferentemente do que ocorre nos pacientes com
DM tipo 2%%°. A literatura correlaciona ainda mudangas na
atividade dessa enzima com vdrias doencas inflamatérias,

Arq Bras Cardiol 2007; 88(2) : 179-184

incluindo a aterosclerose, e mostrando que essas alteragoes
podem refletir aumento ou diminuigao discretos da atividade
enzimatica. Contudo, ainda nao estd definido se essas
alteragdes tém impacto na progressao, gravidade e resolugao
das doencas associadas com elas'.

Com relagao aos pacientes com DM tipo 1, Cavallo-
Perin e cols.?® nao encontraram diferenca na atividade da
PAF-AH entre grupos de pacientes com DM tipo 1 sem
microalbumindria, com microalbumindria e nao-diabéticos.
Apesar de nao haver encontrado diferenga na atividade da
PAF-AH entre os grupos estudados, Cavallo-Perin e cols.?
e Nathan e cols.?” evidenciaram que os niveis de PAF estao
elevados nos pacientes com DM tipo 1, e que isso estaria
associado basicamente a maior producao dessa particula. A
divergéncia entre os dados desses autores e os nossos pode
refletir as caracteristicas da populacdo estudada — sendo
a nossa amostra de menor faixa etaria, sem complicagoes
microvasculares e com menor indice de massa corporal,
bem como o tamanho da amostra — 42 diabéticos versus 7
pacientes com microalbumindria e 7 sem microalbumindria
avaliados por Cavallo-Perin e cols. Essa maior atividade da
PAF-AH nos pacientes com DM 1 pode representar uma
tentativa de protecao contra os mecanismos fisiopatoldgicos
induzidos pelos niveis aumentados de PAF encontrados
nesses pacientes** ou exercer agoes pro-inflamatérias e pré-
aterogénicas®*??33.

A andlise do coeficiente de oxidagao evidenciou uma
maior oxidagao da LDL nos diabéticos tipo 1 apés 3 horas de
adigao do agente oxidante do que nos nao-diabéticos. Esses
dados também sao controversos na literatura®>-8. As diferencas
podem ser decorrentes do niimero de pacientes estudados
e da diferenca nas caracteristicas clinicodemograficas desses
pacientes. Nao houve correlagao entre a atividade da PAF-AH
e o coeficiente de oxidagdo, nao havendo aparentemente,
na amostra estudada, relagdo entre a maior suscetibilidade
da LDL dos pacientes com diabetes a oxidagao e o nivel de
atividade da PAF-AH.

A avaliacdo das correlacoes da atividade da PAF-AH nos
pacientes com diabete tipo 1 foi positiva com a idade e
com a LDL, e negativa com HbATc e HDL. Varios estudos
demonstraram aumento da atividade dessa enzima com a
idade®**2. A causa desse aumento talvez esteja relacionada
com a elevagao dos niveis de LDL que acompanha o
envelhecimento®, ja que ha umasignificativa correlagao entre
os niveis de LDL e a atividade da PAF-AH**#+"_Os dados na
literatura confirmam a correlacdo da atividade desta enzima
com o HDL e LDL encontradas em nossa amostra'®'’.
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Fig. 3 - Correlacao da atividade da PAF-AH com idade (A), HbATc (B), HDL (C) e LDL (D) em pacientes com diabete tipo 1.

Nosso trabalho apresentou limitagdes no que diz respeito
ao estudo de outras varidveis associadas com a doencga
aterosclerdtica, como as proteinas de fase aguda, e a realizacao
de outros métodos para avaliagao dessa enfermidade em
pacientes com DM tipo 1, como a medida do complexo
intima-média da carétida comum?®.

Considerando-se a multifatoriedade da doenca
aterosclerdtica e a controvérsia a respeito da real fungao da
PAF-AH, a maior atividade dessa enzima nos pacientes com
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