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RESUMO

Laurinavicius AG. Avaliacdo da aterosclerose subclinica em portadores de
HDL-colesterol marcadamente elevado [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2015.

O HDL-c é um fator de risco cardiovascular negativo e sua concentracao
plasmética apresenta relacdo inversa com a incidéncia de eventos
cardiovasculares. Entretanto, as evidéncias relativas ao grupo de individuos
com niveis de HDL-c acima do percentil 95 da populacdo geral ainda séo
escassas e 0 impacto da hiperalfalipoproteinemia (HALP) sobre o risco
cardiovascular continua representando motivo de controvérsia na literatura
meédica. Alguns estudos em populacdes especificas associam a HALP a
aumento do risco cardiovascular. Ao mesmo tempo, outros estudos
identificaram populacdes de individuos hipoalfalipoproteinémicos com
marcada longevidade. Assim, demonstrou-se aparente dissociagdo entre
niveis de HDL-c e risco cardiovascular em determinadas populacoes,
reconduzivel a aspectos disfuncionais da HDL. O objetivo do presente
estudo foi verificar o papel da HALP na determinacdo do risco
cardiovascular; comparar a prevaléncia de doenca cardiovascular subclinica,
avaliada por meio da quantificacdo ultrassonografica da Espessura intimo-
Medial Carotidea (EIMC), entre portadores de HDL-c = 90mg/dL (grupo
HALP) e portadores de concentrac6es de HDL-c atualmente consideradas
normais (entre 40 e 50mg/dL para os homens e entre 50 e 60mg/dL para as
mulheres); e avaliar caracteristicas e funcdo da HDL em portadores de
HALP por meio do estudo de sua composicao, de sua capacidade de efluxo
de colesterol, e de sua atividade anti-inflamatoria e antioxidante,
correlacionando estas caracteristicas com a presenca de doenca
cardiovascular subclinica avaliada por meio da determinagédo da EIMC, da
Velocidade de Onda de Pulso (VOP) e da presenca de Calcificacao Arterial
Coronariana (CAC) avaliada pela TCMD. Para responder estas perguntas, o
presente estudo foi articulado em dois bragos: Braco 1: Analise da coorte do
estudo ELSA com o objetivo de determinar a prevaléncia de HALP em uma
populacao geral; definir o perfil demogréafico, antropométrico e metabdlico
dos portadores de HALP; e comparar a prevaléncia de doenca vascular
subclinica deste grupo com controles da mesma coorte com niveis normais
de HDL-colesterol. Brago 2: Recrutamento de 80 voluntarios higidos e
portadores de HALP para avaliacao da correlacéo entre presenca de doenca
vascular subclinica, e aspectos estruturais e funcionais da HDL. Em seus
dois bracos, o estudo levou a quatro conclusdes principais: 1) Niveis
marcadamente elevados de HDL-c estdo associados a menor espessura
intimo-medial carotidea quando comparados a niveis de HDL-c
considerados normais pelas diretrizes vigentes. Embora portadores do
fendtipo HALP apresentem, como grupo, um perfil metabdlico mais favoravel



que o encontrado em individuos com HDL-c normal, a associacdo entre
EIMC e HALP foi independente dos fatores de risco tradicionais, indicando
gque a menor prevaléncia destes Ultimos em portadores de HDL-c
marcadamente elevado justifica apenas parcialmente a menor prevaléncia
de doenca vascular subclinica neste grupo; 2) Embora a HALP se apresente
como um fendtipo ateroprotetor, ha individuos com niveis marcadamente
elevados de HDL-c que evoluem com doenca cardiovascular, clinica ou
subclinica. Neste contexto, nossos resultados indicam correlagdo entre os
trés métodos avaliados para estudar doenca vascular subclinica em
portadores de HALP: EIMC, VOP e CAC; 3) Os fatores de risco tradicionais
continuam exercendo seu peso ha determinacdo do risco cardiovascular em
portadores de HALP. |Idade, tabagismo, hipertensdo arterial,
hipertrigliceridemia e altos niveis de LDL-c apresentaram associacao
estatisticamente significativa com a presenca de doenca vascular subclinica
no grupo estudado; 4) A avaliacdo da composicdo e da funcdo da HDL em
portadores de HALP pode permitir identificar individuos especificamente
mais suscetiveis a aterosclerose. Nossos resultados indicam que, em
particular, a atividade anti-inflamatéria da HDL, avaliada pela capacidade de
inibicdo da producdo de IL-6; o efluxo de colesterol e a capacidade de
transferéncia de triglicérides apresentaram associacdo independente com
menor espessura intimo-medial carotidea em portadores de HALP, enquanto
niveis mais altos de Apo A-IV se associaram a maior grau de doenca
cardiovascular subclinica.

Descritores: HDL-colesterol; hiperalfalipoproteinemia; HALP; aterosclerose;
efluxo de colesterol; espessura intima-media carotidea; calcificacao
coronariana; interleucina-6; TNF-alfa.



ABSTRACT

Laurinavicius AG. Evaluation of subclinical atherosclerosis in individuals with
markedly elevated HDL-cholesterol [Thesis]. S&o Paulo: "Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo"; 2015.

HDL-c is a negative cardiovascular risk factor and its plasma concentration is
inversely related to the incidence of cardiovascular events. However,
evidence of benefit among subjects with HDL-c levels above the 95th
percentile of the general population is still scarce and the impact of
hyperalphalipoproteinemia (HALP) on cardiovascular risk continues to
represent matter of debate in the medical literature. Some studies with
specific populations indicated an increased cardiovascular risk associated
with  HALP. In addition, other reports identified groups of patients with
marked hypoalphalipoproteinemia and longevity. Hence, there could be a
dissociation between HDL-c levels and cardiovascular risk in certain
populations, possibly due to dysfunctional HDL particles. The aim of this
study was to investigate the role of HALP phenotype in determining
cardiovascular risk; to compare the prevalence of subclinical cardiovascular
disease, assessed by ultrasound measurement of Carotid Intima-Media
Thickness (CIMT) among patients with HDL-c = 90mg/dL (HALP group) and
patients with HDL-c currently considered normal (40-50mg/dL for men and
50-60mg/dL for women); and to evaluate HDL functionality in patients with
HALP through the study of its composition, its cholesterol efflux capacity, and
its anti-inflammatory and antioxidant activity; correlating those characteristics
with the presence of subclinical cardiovascular disease assessed by CIMT,
Pulse Wave Velocity (PWV) and Coronary Artery Calcification (CAC). To
answer these questions, the present study was articulated into two arms:
Arm 1: ELSA-Brasil study cohort analysis in order to assess HALP
prevalence in a general population, defining demographic, anthropometric
and metabolic profile of HALP individuals; and comparing the prevalence of
subclinical vascular disease among HALP subjects with controls with normal
HDL-c. Arm 2: Recruitment of 80 healthy volunteers with HALP to study the
correlation between subclinical vascular disease and HDL functionality in
this group. Our study led to four main conclusions: 1) markedly elevated
HDL-c is associated with lower CIMT compared to the control group with
normal HDL-c levels. Although individuals with HALP display a more
favorable metabolic profile than subjects with normal HDL-c, the association
between CIMT and HALP was independent of traditional risk factors,
indicating that the lower prevalence of subclinical vascular disease in this
group is only partially justified by the lower prevalence of cardiovascular risk
factors; 2) Although HALP can be regarded as an atheroprotective
phenotype, there are individuals with markedly elevated levels of HDL-c who
develop cardiovascular disease. Our results indicate good correlation of the



three methods here adopted to study subclinical vascular disease among
HALP patients: CIMT, VOP and CAC; 3) Traditional risk factors continue to
exert their weight in determining cardiovascular risk in patients with HALP.
Age, smoking, hypertension, hypertriglyceridemia and high levels of LDL-c
were significantly associated with the presence of subclinical vascular
disease among HALP individuals; 4) the assessment of the HDL composition
and functionality in patients with HALP may allow to identify individuals
specifically more susceptible to atherosclerosis. Our results indicate that, in
particular, cholesterol efflux capacity, the anti-inflammatory activity of HDL,
and triglyceride transfer capacity were independently associated with lower
CIMT in HALP individuals, while higher levels of Apo A-IV were associated
with a greater burden of subclinical cardiovascular disease.

Descriptors: HDL-cholesterol; hyperalphalipoproteinemia; HALP;
atherosclerosis; cholesterol efflux; carotid intima-media thickness; coronary
artery calcification; interleucina-6; TNF-alpha.
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1 Introducao 2

1 INTRODUCAO

1.1 Relacao entre HDL-colesterol (HDL-c) e risco cardiovascular

A hipercolesterolemia constitui um dos principais fatores de risco para a
doenca cardiovascular aterosclerdtica, condicdo que representa, hoje, a
principal causa de morte no mundo. Existe uma relacdo direta entre os
valores de colesterol plasmético e o risco cardiovascular, comprovada por
um sélido conjunto de evidéncias. Da mesma forma, a reducéo terapéutica,
cada vez mais agressiva, do colesterol € uma das medidas mais efetivas
para reduzir o risco cardiovascular e constitui uma das bases da moderna
cardiologia preventiva.

Entretanto, diferentemente do que € observado com as outras
lipoproteinas, os niveis de colesterol transportado na lipoproteina de alta
densidade (HDL-c) guardam relacdo inversa com 0 risco cardiovascular
(Miller & Miller, 1975). No estudo de Framingham, registrou-se um aumento
de 10% na incidéncia de doenca arterial coronariana (DAC) para cada
diminuicdo de 4mg/dL no HDL-c (Gordon et al., 1977), motivo pelo qual o
HDL-c foi considerado um “fator de risco cardiovascular negativo”. Por outro
lado, o Lipid Research Clinics Coronary Primary Prevention Trial pontuou
uma reducdo do risco de eventos em torno de 6% a cada aumento de
1mg/dL no HDL-c. O Helsinki Heart Study, que testou a gemfibrozila no
contexto da prevencgdo priméria, sugeriu uma reducéo de 2-3% na incidéncia
de eventos coronarianos a cada aumento de 1% no HDL-c (Frick et al.,
1987). Este ultimo achado foi posteriormente reforcado por uma analise que
incluiu 4 estudos prospectivos e que registrou uma redugdo do risco
cardiovascular de 2% em homens e 3% em mulheres a cada aumento de
1mg/dL no HDL-c (Gordon et al., 1989).

Foi demonstrado que o HDL-c baixo € a alteracdo lipidica mais

frequentemente observada em pacientes coronarianos, superando a
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prevaléncia da hipercolesterolemia (Genest et al., 1991). Da mesma forma, a
relacdo “Colesterol total/HDL-c”, conhecido como “indice de Castelli” ou
“indice aterogénico”, tem um valor claramente superior ao valor isolado do
colesterol total ou do LDL-c na determinagcdao do risco cardiovascular
(Lewington et al., 2007).

O estudo INTERHEART identificou a relacdo apoB/apoAl, além da
LDL-c/HDL-c, como o mais acurado preditor de eventos cardiovasculares.
Uma andlise post hoc do estudo TNT apontou o HDL-c baixo como
importante preditor de eventos, mesmo em pacientes tratados com estatinas
e com niveis de LDL-c <70mg/dL (Barter et al., 2007), reforcando o papel
desta condicdo na determinacdo do chamado “risco residual’. Dados do
estudo MIRACL (Myocardial Ischaemia Reduction with Agressive Cholesterol
Lowering) sugerem que os valores de HDL-c, na apresentacdo dos
pacientes com sindrome coronariana aguda, tém maior influéncia no
progndstico em curto prazo que os niveis de LDL-c (Schwartz et al., 2001).
Da mesma forma, demonstrou-se que a presenca de HDL-c baixo aumenta
significativamente o risco de reestenose apds angioplastia coronaria (Shah &
Amin, 1992), assim como o risco de eventos apls revascularizacdo

cirdrgica.

1.2 Estrutura da HDL e Metabolismo do HDL-c

1.2.1Estrutura da HDL

A HDL (High Density Lipoprotein), lipoproteina de alta densidade, é a
menor das lipoproteinas, sendo bastante heterogénea em termos de
tamanho, forma, composicdo e carga de superficie (Schaefer et al., 2014).
Apresenta diametro entre 8 a 13 nm com densidade média ao redor de
1,063 g/L e grande variabilidade na sua constituicdo com valores medianos
de colesterol-éster entre 10-20%, colesterol livre 5%, triglicérides 7%,
fosfolipideos 25% e apoproteinas entre 48-53%. Sua principal apoproteina é
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a apo A, encontrando-se 70% de apo A-l e 20% de apo A-Il, concentracdes
reduzidas de apo E, apo C e tracos de apo A-IV. Quando observadas a
microscopia eletrnica, as particulas de HDL podem aparecer tanto na forma
esférica quanto discoidal. A HDL esférica possui um nucleo hidrofobico
composto principalmente por ésteres de colesterol e pequenas quantidades
de triglicérides, circundados na superficie por uma camada hidrofilica de
fosfolipides, colesterol livre e envolvida por um anel de apoproteinas. A
fragdo HDL humana separada por ultracentrifugacdo apresenta duas
principais subpopulagbes: a HDL-2 e HDL-3 que parecem diferir no seu
significado clinico. A HDL-2 é maior e tem menor densidade (entre 1,063 e
1,125 g/L) que a HDL-3 (entre 1,125 e 1,21 g/L). Quando separadas com
base em suas cargas de superficie por meio de eletroforese em gel de
agarose, as particulas de HDL exibem migracdo alfa, pré-alfa, pré-beta ou
gama. As HDL alfa-migrantes sdo particulas esféricas e representam a
maior propor¢do do HDL plasmaético, incluindo as HDL-2 e HDL-3. As
particulas nascentes de HDL, na sua forma monomolecular de apo A-l ou no
formato discoidal contendo duas ou trés moléculas de apo A-l agregadas
pequenas quantidades de fosfolipides e colesterol livre, apresentam
migracao pré-beta e pré-alfa. Uma subpopulacdo menor de gama-HDL tem
sido descrita como particulas discoidais contendo apo-E e fosfolipides (Rye
& Barter, 2004).

1.2.2 Metabolismo do HDL-c

A fracdo HDL-c esta ligada a funcdo de remover o excesso de
colesterol celular por meio do processo de transporte reverso pelo qual o
colesterol é transportado de volta para o figado, no qual pode ser removido
do corpo (Schaefer et al., 2014). Ao formular a teoria do transporte reverso,
Glomset et al. descreveram o fluxo centripeto de colesterol, mediado pelas
HDLs, a partir do endotélio para o figado. Este fluxo preveniria a formacao

da placa aterosclerética ao evitar o depdsito subendotelial do colesterol e
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seria dependente das HDLs, justificando a associacdo inversa do HDL-c
com o risco cardiovascular (Eisenberg, 1984). O primeiro passo do
transporte reverso se inicia por meio do transportador ABCA1 na membrana
celular, que se liga a HDL e facilita a remogao do colesterol em excesso das
células periféricas, incluindo os macrofagos implicados diretamente na
aterogénese. O transportador ABCAl1 tem um papel central na regulacao
dos niveis de colesterol intracelular no figado e no intestino, bem como, nas
células periféricas, e proporciona uma chave para o conhecimento do
mecanismo de transporte reverso do colesterol (Neufeld et al., 2004).
Seguindo o efluxo de colesterol, a particula de apo A-l nascente é convertida
em pré-B-HDL. Sob a continua acdo da LCAT (Lecitina Colesterol Acil
Transferase), a pré-B-HDL desenvolve um nudcleo de éster de colesterol,
transformando-se a particula discoide em particula esférica madura, a a-
HDL ou HDL3. Por sua vez, as HDL3 continuam a adquirir fosfolipides e
colesterol adicionais de membranas celulares e de componentes de
superficie de lipoproteinas hidrolisadas, ricas em triglicérides (QM e VLDL),
sendo convertidas em HDL2, que sdo maiores e mais ricas em colesterol
que suas antecessoras. O transportador ABCG1 € responsavel, em parte,
pelo enriquecimento dessas particulas com colesterol (Schaefer, 2014).
Existe um processo de troca de triglicérides provenientes dos QM e VLDL
por ésteres de colesterol da HDL, mediado por uma glicoproteina
denominada “proteina de transferéncia de éster de colesterol” (Cholesteryl
Ester Transfer Protein — CETP). Assim, o transporte reverso do colesterol
dos tecidos para o figado através das particulas de HDL ocorre, diretamente,
pela sua captura hepatica por meio de receptores especificos tipo scavenger
denominados SR-B1 ou, indiretamente, pela transferéncia de seu contetdo
de ésteres de colesterol a outras lipoproteinas também posteriormente
capturadas no figado. A concentragcdo de HDL também é afetada pelo
metabolismo das lipoproteinas ricas em apoB e triglicérides. Pela acdo
continua da lipase lipoproteica (LLP) hidrolisando os quilomicrons
sintetizados no intestino e as VLDL produzidas no figado, sdo liberadas
significativas quantidades de fosfolipides e apolipoproteinas, transferidas



1 Introducao 6

para as HDL. Assim, valores elevados de HDL-c podem refletir um rapido
clearance plasmético de particulas ricas em triglicérides e vice-versa,
resultando na frequente relacdo inversa entre as concentracdes de

triglicérides e HDL-c.

1.3 Determinantes das concentracfes plasméaticas do HDL-c

Pelo menos, 40% da variabilidade inter-individual do HDL-c é
geneticamente determinada (Knoblauch et al., 2004). As concentracdes
plasmaticas de HDL-c variam fisiologicamente conforme sexo e faixa etéria.
Observa-se que 0s grupos com niveis mais altos de HDL-c sdo justamente
aqueles de menor risco cardiovascular. Da mesma forma, espécies animais
com pouca susceptibilidade a aterosclerose apresentam valores médios
mais altos de HDL-c do que espécies mais propensas ao desenvolvimento
da doenca. Mulheres entre os 35 e 65 anos de idade apresentam
concentracbes médias de HDL-c, aproximadamente, 20% maiores que
homens da mesma idade (WHO, 1988). Na infancia, homens e mulheres
tém niveis altos e similares de HDL-c. Com a puberdade, o HDL-c dos
homens cai para niveis menores que o das mulheres e se mantém desta
forma o resto da vida (Heiss et al., 1980). No BIRNH study, que incluiu mais
de 11.000 individuos livres de DAC entre os 25 e 74 anos de idade,
observou-se que mulheres tém niveis médios mais altos de HDL-c que os
homens, variando discretamente com a idade. Assim, mulheres de 25 anos
apresentam concentragbes meédias de 55mg/dL, observando-se uma
trajetéria curvilinear com a idade, provavelmente relacionada ao contexto
hormonal. Em torno dos 50 anos, observa-se 0 pico maximo de
concentracéo de HDL-c (60mg/dL), com queda lenta e progressiva a partir
deste momento. Desta forma, aos 70 anos, a concentracdo média de HDL-c
€, novamente, de 55mg/dL (de Backer et al., 1998). Por outro lado, aos 25
anos de idade, homens apresentam concentragcfes médias de 47mg/dL. Em

média, estas concentracbes sobem muito discretamente com a idade,
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chegando a 50mg/dL aos 70 anos. E possivel que a constatacdo do
aumento da concentracdo média de HDL-c em homens idosos seja fruto de
viés estatistico, pois individuos com HDL-c mais alto ttm uma chance maior
de chegar aos 70 anos de idade em relagéo a portadores de HDL-c baixo. O
determinante maior das concentracdes de HDL-c neste estudo foi o indice
de massa corporea (IMC). Mulheres com sobrepeso apresentam taxas de
HDL-c similares as de homens magros. Williams et al. demonstraram que a
perda ponderal em pacientes com sobrepeso aumenta o HDL-C,
independentemente do nivel de atividade fisica (Williams et al., 1990).
Outros determinantes de grande impacto foram o consumo de &lcool,
associado a aumento do HDL-c, e o tabagismo, associado a reducdo do
HDL-c.

1.4 Dissociagao entre concentracdo do HDL-c e fungcéo das HDLs em
determinados subgrupos

Apesar da associacao existente entre niveis moderadamente baixos de
HDL-c (<35mg/dL) e maior incidéncia de eventos cardiovasculares, existem
relatos de grupos de portadores de HDL-c baixo (hipoalfalipoproteinemia)
gue nao apresentam aumento do risco cardiovascular (Franceschini et al.,
1980) e de portadores de HDL-c extremamente alto (hiperalfalipoproteinemia
— HALP) nos quais foi documentado aumento do risco cardiovascular
(Matsuzawa et al., 1984). No primeiro grupo, destaca-se o caso da ApoA-I
Milano, mutagédo da apoA-l inicialmente descrita por Franceschini e
colaboradores em familias da localidade italiana Limone sul Garda e
caracterizada por niveis muito reduzidos de HDL-c, hipertrigliceridemia,
aumento no tamanho médio das particulas HDL e associagdo com marcada
longevidade. Estes relatos sugerem que, em determinados subgrupos, 0s
niveis de HDL-c podem ndo apresentar a classica relacdo inversa com a
aterosclerose (Barter & Rye, 2006).

Por outro lado, existe consenso crescente de que a simples afericdo do

HDL-c pode nao refletir de forma adequada a eficiéncia do transporte
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reverso, pois trata-se de uma avaliagdo estatica de um fluxo altamente
dindmico e dependente de multiplas vias enziméticas (Kontush et al., 2004).
Assim, medir o HDL-c néo seria a forma mais adequada de avaliar o fluxo de
colesterol mediado pelas HDLs. Além disso, foram descritas outras fungdes
ateroprotetoras das HDLs, aparentemente independentes do colesterol nelas
transportado. Estas funcbes incluem as funcdes antioxidante, anti-
inflamatoéria e antiproliferativa, assim como a preservacdo da funcao
endotelial. Considerando que a simples medida do HDL-c ndo fornece uma
adequada avaliacdo funcional da particula, existe preocupacdo crescente
com a possivel dissociacao quantidade/funcdo em determinados subgrupos
de pacientes, nos quais altos niveis de HDL-c poderiam ser marcadores de
HDL disfuncional. Uma forma mais detalhada de avaliar o papel das HDLs
na doenca aterosclerética € a subclassificacdo destas particulas em varias
fracbes conforme tamanho e outras propriedades estruturais. Estas
subpopulacdes poderiam desempenhar papéis especificos e representar, de
forma mais consistente, o0 metabolismo do HDL-c, conforme sugerido por um
estudo realizado em Judeus Ashkenazi com marcada longevidade (Barzilai
et al., 2003).

1.5 Hiperalfalipoproteinemia (HALP)

O termo hiperalfalipoproteinemia (HALP) é usado para descrever
portadores de HDL-c marcadamente elevado. O termo refere-se ao
caracteristico padrdo eletroforético (apo A-l e apo A-ll, as principais
apolipoproteinas da HDL, apresentam um padrdo de mobilidade
eletroforética tipo alfa) observado em portadores de HDL-c alto. Apesar do
uso difuso do termo, ndo existem ainda diretrizes que definam claramente
valores de corte a partir dos quais individuos com HDL-c alto devam ser
considerados portadores de HALP. Os valores encontrados na literatura sao,
portanto, varidveis e algo arbitrarios, dependendo do critério de incluséo
aplicado pelo pesquisador. Esta heterogeneidade constitui um fator de
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confusdo e pode representar uma limitacdo na andlise comparativa das
evidéncias disponiveis. Os valores de corte mais frequentemente adotados
sdo > 90mg/dL; > 100mg/dL ou > percentil 95 para cada populagdo
estudada. A HALP constitui um fendtipo lipidico ainda pouco estudado,
determinado por fatores predominantemente genéticos, cujo impacto no
risco cardiovascular ndo foi ainda definitivamente esclarecido. O
determinante genético da HALP mais prevalente e mais bem estudado € o
déficit da CETP (Hirano et al.,1997). Outras alteracBes genéticas pontuadas
como causas de HALP priméaria sdo o déficit da lipase hepética (LH); a
hiperexpressdo do receptor ABCAL; e o déficit funcional do receptor
hepatico SR-B1. A atividade da lipase lipoproteica (LLP) se correlaciona
positivamente com os niveis de HDL-c (Kuusi et al., 1987). Entretanto, até o
momento, a atividade desta enzima n&o foi identificada como causa isolada
de HALP, podendo desempenhar um papel coadjuvante. O impacto da
HALP no risco cardiovascular parece ser dependente da variacdo

metabdlica subjacente e da via enzimética comprometida.

1.6 HALP e aterosclerose

Embora o HDL-c baixo (<35mg/dL) seja preditor de eventos
cardiovasculares e algumas diretrizes recomendem niveis maiores que
50mg/dL em mulheres e que 40mg/dL em homens, ndo existem orientagbes
especificas sobre qual seria o valor ideal de HDL-c a ser atingido (ATPIII).
Existem evidéncias epidemioldgicas e experimentais indicando que a
simples afericdo do HDL-c pode ndo ser a melhor forma de avaliar o
transporte reverso e que, pelo contrario, altos niveis de HDL-c podem, em
determinados casos, ser marcadores de HDL disfuncional e transporte

reverso ineficiente. As evidéncias disponiveis a respeito sdo controversas.
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1.6.1Evidéncias epidemioldgicas

A descricdo de familias japonesas com HDL-c muito elevado,
secundario a deficiéncia da CETP, com casos de extrema longevidade e
menor incidéncia de DAC (Saito, 1984; Brown et al., 1989), suscitou
interesse ja na década de oitenta. Inazu et al. reuniram 11 destas familias
com valores de HDL-c entre 126-165 mg/dL, demonstrando uma unica
mutac&o pontual no gene da CETP (Inazu et al., 1990). O aumento do HDL-
¢ no grupo foi secundario ao aumento da fragdo HDL-2, fato que levou a
redugéo da razdo HDL3/HDL2. Outros achados foram o aumento da apo A-I
e a reducdo do LDL-c. Em nenhuma destas familias, foram observados
casos de DAC precoce. Por outro lado, também foram relatados casos de
HALP secundaria a déficit da lipase hepética (LH), associados a
opacificacdo corneana e DAC precoce (Matsuzawa et al., 1984). Hirano e
colaboradores avaliaram 201 portadores de HALP (HDL-c > 100mg/dL), 67%
dos quais eram portadores de mutacdo comprovada no gene da CETP. A
prevaléncia de DAC manifesta neste grupo foi de 9% para os homens e de
2% para as mulheres, sugerindo que a HALP é uma sindrome heterogénea,
cujo impacto no risco vascular pode variar de antiaterogénico para pro-
aterogénico, dependendo da causa metabdlica do fenétipo (Hirano et al.,
2014).

1.6.2Evidéncias experimentais: inibicdo farmacol6gica da CETP

A inibicdo farmacologica da CETP é a estratégia mais efetiva para
aumentar as concentraces plasmaticas de HDL-c até o momento e tem
sido alvo de intensa pesquisa. Entretanto, apesar do aumento consistente
nos niveis de HDL-c, o impacto desta intervencdo no risco cardiovascular
ainda nédo foi esclarecido. Estudos experimentais em coelhos, alimentados

com dieta rica em colesterol, que receberam um inibidor da CETP, o
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JTT705, apresentaram aumento do HDL-c que, contudo, ndo levou a
reducdo da aterosclerose da aorta (Huang et al., 2002).

Quando testada em seres humanos, a inibicdo farmacologica da CETP
por meio do torcetrapib, avaliada no estudo ILLUMINATE, levou a aumento
da morbimortalidade, apesar do aumento de 72,1% nos niveis do HDL-c
(Barter, 2007). Resultados analogos foram obtidos quando o torcetrapib foi
testado para desfechos substitutos. O estudo ILLUSTRATE né&o conseguiu
demonstrar impacto na velocidade de progressao da placa aterosclerdtica
avaliada por ultrassonografia intracoronaria (Nissen et al., 2007). No estudo
RADIANCE 1, ndo houve beneficio na evolugcdo da espessura intimo-medial
da carétida (EIMC) avaliada por ultrassonografia em portadores de
hipercolesterolemia familiar (Kastelein et al.,, 2007). Da mesma forma, o
estudo RADIANCE 2 ndo mostrou beneficio em portadores de dislipidemia
mista (Bots et al., 2007). Além disso, verificou-se que, apesar do aumento no
HDL-c, a inibicdo da CETP ndo incrementou o transporte reverso, assim
como sugerido pela taxa de excrecao fecal de colesterol, que ndo aumentou
com a administracdo da droga (Brousseau et al., 2005). Contudo, os
resultados destes estudos foram atribuidos a caracteristicas proprias do
torcetrapib (aumento na pressao sistélica média de quase 5 mmHg ou a
formacdo de um HDL disfuncional) e ndo necessariamente ao efeito da
inibicdo da CETP (Rader, 2007). Auséncia de beneficio também ocorreu,
recentemente, com outros inibidores da CETP, o dalcetrapib e o evacetrapib
(Tarig et al., 2014).

1.7 Métodos de avaliacdo de doencga vascular subclinica

A EBT ou tomografia ultrarrapida (Agatston et al., 1990) e a tomografia
computadorizada de multiplos detectores — TCMD (Greenland et al., 2004) —
sdo capazes de determinar a calcificacdo das artérias coronarias (CAC).
Estudos angiograficos com  ultrassom  coronario e  estudos

anatomopatologicos demonstraram que a CAC se correlaciona com a carga
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ou quantidade de placas ateroscleréticas (Achenbach et al., 1998). A
guantidade de placas ateroscleroéticas, por sua vez, se associa diretamente
com o risco de eventos coronarios (Mollet et al., 2004). Estudos em que a
CAC foi avaliada pela tomografia computadorizada demonstram que o
escore de calcio € marcador independente de risco de eventos coronarios
(Silverman et al., 2014).

Em 1998, a TCMD foi introduzida na pratica clinica, possibilitando a
aguisicao simultanea de 4 a 320 cortes. A deteccdo simultanea de multiplos
cortes permite a cobertura de todo volume cardiaco em uma U(nica
inspiracdo, e, além disso, apresenta melhor resolucdo espacial e temporal
em comparacao a tomografia de corte Unico (Baumgart et al., 1997).

A medida da Espessura intimo-Medial da Carétida (EIMC) é definida
como a distancia entre a interface lumen-intima e a interface média-
adventicia. Atualmente, pode ser aferida por aparelhos de ultrassom de alta
resolucdo de modo B. Alguns estudos demonstraram que maiores valores
de EIMC estédo relacionados com a prevaléncia de DAC e com eventos
clinicos coronarios. A relacdo entre EIMC e DAC foi configurada pelos dois
maiores estudos epidemioldgicos publicados: o Atherosclerosis Risk in
Communities Study (ARIC) e o Cardiovascular Health Study, ambos
demonstrando que um aumento da EIMC estava associado com aumento do
risco de DAC (Robertson et al., 2012). Embora a EIMC possa ocorrer devido
a aumento da espessura da camada média vascular, ela € considera como
um marcador substituto da presencga do processo aterosclerotico.

A velocidade de onda de pulso (VOP) é um método ndo invasivo para
determinar, mais precisamente, as propriedades elasticas da aorta e das
grandes artérias. Esse método tem mostrado associacdo com eventos
cardiovasculares e, também, com aterosclerose coronaria (Bruno et al.,
2014).



1 Introducao 13

1.8 Justificativa

Embora o HDL-c baixo esteja associado ao desenvolvimento de
doenca aterosclerética e as evidéncias epidemiologicas sugiram se manter
valores acima de 40mg/dL para os homens e de 50mg/dL para as mulheres,
nao existem, até o momento, orientacdes especificas quanto ao valor ideal
de HDL-c a ser atingido, nem quanto a melhor forma de atingir estes niveis.
Esta lacuna se deve a auséncia de evidéncias conclusivas de protecéo
cardiovascular acima dos niveis habituais de HDL-c, assim como, a
escassez de medidas farmacoldgicas com efeito isolado no HDL-c e com
beneficio cardiovascular bem estabelecido (Tariqg et al., 2014).

Portadores de HALP oferecem a oportunidade de avaliar o impacto do
aumento isolado do HDL-c sobre o risco cardiovascular. Ainda nao se sabe,
claramente, se a HALP representa uma condicdo aterogénica ou
ateroprotetora. Da mesma forma, ha controvérsia quanto ao papel da CETP,
cuja atividade reduzida parece ser a causa mais prevalente de HALP, na
homeostase do colesterol. Comparar a prevaléncia de aterosclerose
subclinica entre portadores de HALP e individuos controle, correlacionando
estes dados com a avaliacdo funcional da HDL, poderad contribuir na

elucidacao destes pontos.
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2 OBJETIVOS

a) Comparar a prevaléncia de doenca cardiovascular subclinica,
avaliada por meio da quantificacdo ultrassonografica da EIMC,
entre portadores de HDL-c > 90mg/dL (grupo HALP) e portadores
de concentracbes de HDL-c atualmente consideradas normais
(entre 40 e 50mg/dL para os homens, e entre 50 e 60mg/dL para

as mulheres).

b) Avaliar caracteristicas e funcdo da HDL em individuos portadores
de HALP por meio do estudo de sua composicdo; de sua
capacidade de efluxo de colesterol; e de sua atividade anti-
inflamatodria e antioxidante; correlacionando estas caracteristicas
com a presenca de doenca cardiovascular subclinica avaliada por
meio da determinacédo da EIMC, da velocidade de onda de pulso e
da presenca de calcificagdo coronariana avaliada pela TCMD.
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3 METODOS

3.1 Desenho geral do estudo

O presente estudo inclui dois bracos paralelos e complementares:

Braco 1: Andlise da coorte do estudo ELSA (Estudo
Longitudinal da Saude do Adulto) com o objetivo de estudar o
perfil demografico, antropométrico e metabodlico dos portadores de
HALP; e comparar a prevaléncia de doenca cardiovascular
subclinica deste grupo com controles da mesma coorte com niveis

normais de HDL-colesterol.

Braco 2: Recrutamento de 80 individuos com valores de HDL-
colesterol > 90mg/dL para avaliacdo da associacdo entre
presenca de doenca vascular subclinica, e composicdo e funcao

das particulas de HDL neste grupo.

3.2 Desenho do Bragco 1

3.2.1A coorte do ELSA-Brasil

O Estudo Longitudinal de Saude do Adulto, ELSA-Brasil, € uma coorte

cujo objetivo é a avaliacdo do desenvolvimento de doencas cronicas em

uma populagcdo brasileira, especialmente diabetes mellitus e doencgas

cardiovasculares, ao longo de um acompanhamento de longo prazo. Trata-

se de um estudo multicéntrico, fruto da colaboracdo das universidades

federais de Bahia, Sdo Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio Grande do

Sul e Fundacdo Oswaldo Cruz. O Estudo recrutou um total de 15.105

individuos entre os 35 e 0s 74 anos de idade entre 2008 e 2010. Como parte
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da extensa avaliacao realizada, todos os participantes do estudo realizaram
avaliacdo da espessura da intima-média carotidea e dosagem do perfil
lipidico, além da afericdo de variaveis epidemiologicas, demograficas,
antropométricas e laboratoriais. Os detalhes da coorte do ELSA-Brasil foram

descritos e publicados previamente (Schmidt et al., 2014).

3.2.2Avaliacbes realizadas na coorte do ELSA-Brasil para fins do
presente estudo

Para fins do presente estudo, foram realizadas duas analises distintas:

e Uma primeira analise exploratoria da coorte com o intuito de
estudar a distribuicdo de varidveis demograficas, epidemioldgicas,
antropomeétricas e laboratoriais por quintis de HDL-c, avaliando sua
associacado com a presenca de doenca vascular subclinica avaliada

por meio da aferigdo da EIMC.

¢ Uma segunda andlise comparando diretamente os dois grupos de
interesse para o presente estudo: aqueles com HDL-c em valores
considerados normais pelas diretrizes vigentes (HDL-c entre 40 e
50mg/dL para homens, e entre 50 e 60mg/dL para mulheres), e
aqueles com fenétipo HALP (HDL-c 290mg/dL para ambos os
sexos). A comparagdo dos dois grupos incluiu a prevaléncia de
doenca vascular subclinica (avaliagcédo ultrassonografica da EIMC e
avaliacado tomografica do escore de calcificacdo coronariana), e as
variaveis epidemioldgicas, demograficas, antropométricas e

laboratoriais potencialmente relacionadas a sua presenca.

e Finalmente, procedeu-se a andlise de regressdo linear multipla
para definir os determinantes independentes da presenca de
doenca vascular subclinica no grupo HALP.
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3.2.3Amostragem para o estudo

A partir de 10.943 patrticipantes do estudo ELSA-Brasil com medidas
vélidas de EIMC para ambas as artérias carétidas comuns, excluimos 415
(3,8%) individuos com doenca cardiovascular prévia (Infarto do miocérdio,
AVC ou revascularizagdo) e 6 (<0,1%) por falta de dados sobre
antecedentes de doenca cardiovascular. Excluimos também 727 (6,6%)
individuos que relataram uso excessivo de alcool (> 210 g por semana para
homens, > 140 g por semana para mulheres) e 12 (0,1%) por falta de dados
sobre consumo de bebidas alcodlicas. Quatro participantes foram excluidos
por falta de dados sobre o HDL-c. Portanto, a amostra final para o presente
estudo incluiu 9.779 participantes do estudo ELSA-Brasil. Para estudar a
associacdo entre HALP e doenca vascular subclinica, consideramos o0s

dados dos seguintes subgrupos:

a) 36 homens com HDL-c > 90mg/dL;

b) 228 mulheres com HDL-c > 90mg/dL;

c) 1.580 homens com HDL-c entre 40 e 49 mg/dL;
d) 1.646 mulheres com HDL-c entre 50 e 59 mg/dL.

Os subgrupos (a) e (b) conformaram o “grupo HALP”; os subgrupos (c)
e (d) compuseram o “grupo HDL-c Normal”. Individuos com HDL-c baixo

foram excluidos da presente analise.

3.2.4 Andlise estatistica

As variaveis categoricas foram descritas por frequéncia e percentagem
(N,%), e comparadas pelo teste do qui quadrado. As variaveis continuas
foram descritas como medias + desvio padrdo ou medianas [intervalo
interquartil] e comparadas entre os grupos usando ANOVA ou o teste de
Kruskal-Wallis, quando aplicavel. Foram criados 3 modelos lineares para
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estudar a associagéo entre EIMC e HDL-c por quintis e no grupo HALP: um
modelo bruto; um modelo ajustado por sexo, idade e raca; um modelo com
ajuste completo por idade, sexo, raca, diagndéstico de hipertenséo, diabetes,
tabagismo, indice de massa corpérea, relato de atividade fisica
moderada/intensa e uso de hipolipemiantes. As andlises foram realizadas
por meio do R software version 3.2.0. A significancia foi definida como
p<0,05.

3.3 Desenho do Brago 2

3.3.1Screening e recrutamento dos portadores de HALP

Foram recrutados 80 voluntarios do sexo masculino e feminino, sem
manifestacdo prévia de doenca cardiovascular, com idades entre 45 e 75
anos, e com duas ou mais afericdes prévias do perfil lipidico revelando HDL-
¢ = 90mg/dL (grupo HALP). O desenho geral do Brago 2 do estudo encontra-
se representado na Figura 1.

UniLipy IniC o (M= 15000 UMDP HIAE (H=20.000])

«  Critérios de Inclusio.
Paciertes Recrntados: € = Critérios de Exclus3o.
80 = Impossibilidade de Cordato.
= Recusa,

Avaliagio laboratorial

LM 10 FMUSP @ Lab. Central InCor Avaliag 3o Funcional daHDL
+
Avaliagao tomografica CAC
InCor — Setor de Tomografia
'Y
Avaliagao ultrassonogr afica EIMC & VOP

in Cor = UnHip

Figura 1 — Desenho geral do Brago 2 do estudo



3 Métodos 21

Adotou-se, no presente estudo, o valor de 90mg/dL como cut-off para
definicdo de caso de HALP, considerando que este valor é superior ao
percentil 95 na curva de distribuicdo da concentracdo média do HDL-c na
populacdo geral (Schaefer et al., 2014). A inclusdo no estudo se deu de
forma voluntaria apdés a assinatura de termo de consentimento informado.
Os candidatos foram recrutados a partir de screening eletrénico da base de
dados laboratoriais da Unidade de Check-Up do Hospital Israelita Albert
Einstein e da Unidade Clinica de Lipides do Instituto do Coracédo (InCor) do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (HC/FMUSP), aplicando-se como filtro a presenca de duas afericbes
em momentos distintos de HDL-c acima de 90mg/dL. Foram aplicados os

seguintes critérios de inclusdo e exclusao:

Critérios de Inclusao:
e |dade entre 45-75 anos;

e HDL-c >90mg/dL em 2 ou mais afericdes.

Critérios de Excluséo:

e Uso de hipolipemiantes;

e Diabetes mellitus;

e Etilismo;

e (Gestacao;

e Doenca coronariana manifesta ou conhecida;
e Doenca hepética ativa,

e Impossibilidade de realizacdo de TCMD.

3.3.2Avaliacéo dos portadores de HALP

Os individuos recrutados conforme inciso anterior foram submetidos a

avaliacdo clinica, laboratorial, ultrassonografica e tomografica conforme

protocolo descrito a seguir:
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a) Avaliacao clinica:

Os pacientes responderam a um questionario sobre risco
cardiovascular e foram examinados para afericdo da pressao arterial
sistémica conforme orientacdo do VII JNC (Chobanian et al., 2003), e para
mensuracao antropomeétrica (peso corporal total, altura, cintura e quadril),

conforme padrdo da Organizacdo Mundial da Saude.

b) Avaliagcédo laboratorial:

Realizou-se uma Unica coleta de sangue, em jejum de 12 horas, na

hora da inclusdo no protocolo, para coleta das seguintes aliquotas:

- 20 mL de sangue em tubo Falcon de 50mL contendo EDTA,
- 05 mL de sangue em tubo de hemograma,;

- 05 mL de sangue em tubo seco.

A avaliagdo funcional da HDL foi conduzida no Laboratério de
Investigacdo Médica (LIM 10) da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo (FMUSP), incluindo:

- Tamanho das lipoproteinas (HDL2, HDL3 e LDL);

- Atividade antioxidante das HDL;

- Atividade anti-inflamatoria das HDL;

- Medidas de composicédo (apos A-l e A-ll, colesterol total, colesterol
livre, colesterol éster, triglicérides e fosfolipides);

- Capacidade de efluxo de colesterol.

A avaliagdo bioguimica basal dos pacientes recrutado foi realizada no
laboratorio central do InCor, incluindo dosagem de: colesterol total e fracdes,

transaminases, bilirrubina total e fragcdes, gama GT, creatinina, ureia, PCR-
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us, TSH, glicemia de jejum, hemoglobina glicosilada, insulinemia e

hemograma.

e |solamento das lipoproteinas:

As lipoproteinas (LDL e subfracbes de HDL2 e HDL3) foram isoladas
do plasma, por ultracentrifugacdo em gradiente descontinuo de densidade
(Havel et al., 1955). Todas as lipoproteinas foram dialisadas contra solugéo
de tampéo fosfato (PBS), contendo EDTA, pH = 7,4, esterilizadas em filtro
0,22 pym e estocadas a -70° C.

e Avaliacdo do efeito inibitorio da HDL sobre a oxidagdo das
LDL:

Lipoproteinas de baixa densidade (LDL), isoladas do plasma, foram
dialisadas contra PBS sem EDTA e, a seguir, diluidas para obter uma
concentracdo de 40 mg de proteina de LDL em 500 puL de H20O desionizada.
Logo apds, foram adicionadas 80 ug de proteina de HDL3 ou HDL2,
seguidas de 1mL de solugdo de CuSO4 10 mmol/L (concentracao final), a
37°C. O tubo branco consistiu de incubagédo de LDL e cobre, apenas. A
cinética de formacao de dienos conjugados foi determinada pela variacdo na
absorbancia, monitorada, continuamente, em 234 nm, durante 4h, em
intervalos de 3 min. Foi calculado o tempo (min) de resisténcia das LDL a
oxidacao ("lag time") entre o inicio da reacao e a interseccdo do tempo com
a reta extrapolada da fase de propagacdo; e a razdo maxima de formacéo
de dienos conjugados, determinada pela absorbancia maxima/min
(Esterbauer & Zollner, 1989). A Figura 2 apresenta a representacdo grafica

do modelo experimental aqui descrito.
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ATIVIDADE ANTI-OXIDANTE DA HDL

40mg de LDL EM 500yl de H2O desionizada

\

‘

Adicdo de CusS04

\

Avaliacio daVariacio da
Absorbdncia e Calculo do lsg time 4h
de oxidacdo das LDLs

Figura 2 — Representacao grafica do modelo experimental para avaliagdo do
efeito inibitério da HDL sobre a oxidacdo das LDLs

O "lag time" de oxidacdo das LDL representa o tempo em que estas
lipoproteinas resistem a oxidacdo. Ele € determinado pelo ponto no qual o
incremento linear da absorbancia cruza com a linha do tempo. Quanto maior
o "lag time", maior é o tempo que essas LDL resistem a oxidacdo. Ja a razéo
méaxima de formacdo de dienos conjugados é representada pela divisdo da
absorbancia maxima pelo tempo em que ela ocorreu. Quanto menor este

valor, mais lenta e a producéo de dienos conjugados em LDL.
e Avaliacdo da funcéo anti-inflamatéria das HDL:

Macrofagos foram obtidos por meio de injecdo de PBS contendo
antibiéticos no peritbnio de camundongos da linhagem suica. Apos
centrifugacéo a 4°C (1.000 rpm), o botéo celular foi ressuspenso em meio
RPMI contendo soro fetal bovino 10%. As células foram incubadas em
placas de cultura com 24 cavidades de forma a manter a concentracdo de
0,5 x 10° células por cavidade, e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera
de CO; 5%. ApOs remocao das células ndo aderidas, os macrofagos foram
incubados com DMEM contendo 0,1% de albumina isenta em acidos graxos
acrescidos com 50 pg de LDL acetilada/mL de meio e 100 ug de

proteina/mL de HDL, por 48 h. A seguir, as células foram lavadas com PBS
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contendo albumina isenta em &cidos graxos e incubadas com
lipopolissacarideos (1ug/mL de DMEM) durante 24 h. O meio de cultura foi
coletado e congelado a -80°C para determinacdo, por ELISA, da
concentracdo de citocinas e quimiocinas inflamatoérias (TNFalfa, IL-6). Vide
Figura 3.

ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DA HDL

Macrofagos J774 + S0pg de LDL

!

|

Incubacao com LPS durante 24h

|

Medicdo de TNFalfa, IL-6 e MCP-1

Figura 3 - Representacao gréafica do modelo experimental para avaliagcao da
funcao anti-inflamatéria das HDLs

e Avaliacdo da capacidade de efluxo de colesterol:

Para avaliacdo da capacidade de efluxo de colesterol, foram usadas
células J774, derivadas de macrofagos murinos, incubadas com colesterol
radiomarcado durante 24 horas. Tais células foram, posteriormente,
expostas durante 4 horas ao soro precipitado (depletado de apoB); a fracdo
HDL2; e a fragdo HDL3 dos portadores de HALP participantes do estudo,
para posterior afericdo da radioatividade residual expressa em porcentagem,
seguindo-se metodologia previamente descrita (Khera et al.,, 2011). O

modelo experimental adotado é representado graficamente na Figura 4.
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EFLUXODE COLESTEROL CELULAR

Macrofagos J774

\

LOL acetilada + *C-colesterol

l,iar.

Meio de equilibrio

-‘Ei-'l

*#aaw

14 i
% &l = C-colesterol meio x 100

#C-colesteroldo meio + #C colesterolda célula

Figura 4- Representacao grafica do modelo experimental para avaliagcdo da
capacidade de efluxo das HDLs

e Avaliacdo Transferéncias de lipides marcados de uma
nanoemulséo lipidica rica em colesterol para as HDL

Para avaliacdo da transferéncia de colesterol livre, colesterol
esterificado, triglicérides e fosfolipides a particula de HDL, adotou-se método
previamente desenvolvido e descrito por nosso grupo (LoPrete et al., 2009;
Azevedo et al., 2011). O método avalia a capacidade aceptora da HDL em
relagdo aos lipides estudados. Para tal fim, uma nanoemulsédo lipidica
doadora radiomarcada é incubada com o plasma do individuo durante uma
hora a 37°C. Posteriormente, a nanoemulsdo e as lipoproteinas contendo
apoB séo precipitadas. Em seguida, a radioatividade do remanescente €
aferida e o resultado é expressado em porcentagem da radioatividade total

inicialmente incubada.
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c) Avaliacdo ultrassonografica.

e Determinacdo da distensibilidade da aorta pela medida da
velocidade de onda de pulso (VOP):

A medida da VOP (m/s) é realizada a partir da base da onda de
pressdo obtida por captores externos colocados sobre dois pontos
conhecidos da arvore arterial e calculado como a distancia entre os dois
pontos de medida divididos pelo tempo percorrido entre os dois pontos. A
medida automatica foi realizada pelo aparelho Complior (Gonesse, France),
ja validado e utilizado em diversos estudos. A VOP foi avaliada em dois
diferentes territorios arteriais: cardtido-femoral e carétido-radial. Cada onda
pulsatil aparece em tempo real na tela do computador, e o aparelho
determina, pela tangente a fase ascendente inicial da onda de presséo, o
inicio da onda nos dois locais, e deduz, em funcéo da distancia medida, a
velocidade de onda de pulso. Para obter o valor da velocidade de onda de

pulso, serdo selecionadas, pelo menos, dez curvas para analise.

e Avaliacdo funcional e anatbmica da artéria carétida pelo
método echo-tracking:

As propriedades funcionais e anatdmicas da carétida direita foram
avaliadas por um sistema ultrassonografico pulsatil tipo “echotracking” (Wall-
Track System2, PIE MEDICAL, Maastricht, Nederlands) desenvolvido para
medir 0s movimentos das paredes de grandes artérias superficiais a partir
da localizacdo pelo modo B da ecografia vascular convencional. Foram
medidos diametro da artéria, EIMC (mm) e percentagem de distensao
batimento a batimento. A complacéncia, a distensibilidade e o maddulo
elastico da artéria, além da massa vascular, foram calculados a partir destes
parametros e das medidas da pressao de pulso carotideo obtidas pela

tonometria de aplanacéao.
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d) Avaliac&o tomogréfica:

A TCMD foi realizada conforme os protocolos de aquisi¢cao vigentes na
instituicdo na ocasido do estudo. Os exames tomograficos foram realizados
em aparelho de 64 colunas de detectores (Aquilion64™ - Toshiba ™ Medical
Systems Corporation, Otawara, Japao) no Instituto do Coracao (InCor —
HC/FMUSP). Uma vez orientados quanto ao exame e adequadamente
posicionados na mesa da TCMD, os pacientes foram monitorizados
eletrocardiograficamente para sincronizagdo da aquisicdo da imagem e
acompanhamento da frequéncia cardiaca durante o exame. As imagens
foram obtidas com espessura de corte de 3,0 mm e campo de visdo de 200
a 220 mm, para aquisicdo de imagens axiais do torax, incluindo toda a area
cardiaca, permitindo-se a visualiza¢do das artérias coronarias e da presenca
de calcificagdo em sua topografia. A aquisicdo das imagens foi realizada
durante o periodo diastdlico determinado por meio da frequéncia cardiaca do
paciente. O escore de calcio total foi obtido para cada paciente em
workstation Vitrea™ 2, versdo 3,5 — Vital Images Inc, Plymouth, MN, EUA.
Para avaliagdo das imagens de escore de célcio, utilizamos a medida do
escore de Agatston, amplamente utilizada na literatura, e com forte

correlagdo com doenca coronaria.

3.3.3Andlise estatistica

As variaveis continuas foram comparadas pelo teste t de Student ou de
Mann-Whitney no caso de distribuicio ndo Gaussiana; as variaveis
categéricas foram comparadas pelo teste exato de Fisher ou qui?. Os grupos
foram comparados por analise de variancia de medidas repetidas.

A associacdo dos parametros com a doenca vascular subclinica foi
feita por andlise multivariada utilizando-se o software SPSS. Devido a sua
distribuicdo Gaussiana e pelo fato de poder ser utilizada como variavel
continua, a EIMC foi escolhida como parametro de estudo para o modelo
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multivariado em ambos os estudos | e II. Nao foram feitos estudos de analise

multivariada para a CAC ou VOP. A significancia foi aceita com p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados Brago 1

4.1.1 Analise exploratéria por quintis de HDL-c

Para fins desta primeira analise, a populacéo total da coorte do ELSA-
Brasil foi segmentada por quintis de HDL-c, da seguinte forma: Q1 (HDL-c
<44mg/dL; N=1.863); Q2 (HDL-c 45-50mg/dL; N=1.807); Q3 (HDL-c 51-
57mg/dL; N=2.004); Q4 (HDL-c 58-67mg/dL; N=2.052); Q5 (HDL-c
268mg/dL; N=2.053). A Tabela 1 mostra o perfil epidemiol6gico,
demografico, antropométrico e laboratorial dos grupos considerados. A
prevaléncia de fatores de risco cardiovascular tradicionais, tais como
hipertensédo arterial sistémica, diabetes mellitus, tabagismo, sobrepeso e
obesidade, diminui na medida em que o valor médio de HDL-c vai
aumentando. Individuos no Q5 sdo mais fisicamente ativos e apresentam
niveis menores de pressao arterial, cintura abdominal, indice de massa
corporea, glicemia, trigliceridemia, hemoglobina glicada e proteina C-reativa
de alta sensibilidade.

A prevaléncia da doenca vascular subclinica, avaliada pelo grau de
calcificacdo coronariana e pela EIMC, manteve proporcao linear inversa aos
niveis de HDL-c nos cinco grupos considerados, assim como evidenciado

nas Figuras 5 e 6.
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Tabela 1 - Perfil demogréfico, clinico e laboratorial por quintis de HDL-c na

coorte do estudo ELSA

Q1 Q2 Q3 Q4 Q5
N=1.863 N=1.807 N=2.004 N=2.052 N=2.053 P

HDL-c (mg/dL) <44 45-50 51-57 58-67 268
Sexo
(% homens) 1.386 (74,4%) 970 (53,7%) 832 (41,5%) 586 (28,6%) 319 (15,5%) <0,001
Idade

P 50,6 £9,0 50,8 £ 9,0 51,5+8,8 52,0+8,9 52,7+9,0 <0,001
(média, DP)

N&o tabagistas

(N, %)

Ex-Tabagistas
(N, %)

980 (52,6%)

591 (31,7%)

1.070 (59,2%) 1.181 (58,9%) 1.278 (62,3%) 1.280 (62,3%) <0,001

515 (28,5%)

573 (28,6%)

545 (26,6%)

576 (28,1%)

(T,\"j‘b;%'“as 201 (15,6%) 222 (12,3%) 250 (12,5%) 229 (11,2%) 197 (9,6%)
Diabetes
N %) 483 (25,9%) 398 (22,0%) 367 (18,3%) 289 (14,1%) 217 (10,6%) <0,001
(HI\'lpﬁ/;t)ensao 692 (37,2%) 632 (35,0%) 679 (33,9%) 588 (28,7%) 502 (24,5%) <0,001
(Al\‘l"’('%"de Fisica 105 22,000) 379 (21.5%) 436 (22,1%) 488 (24.2%) 527 (26,0%) 0,003
PAS 122,6 15,6 120,5+16,0 119,7+16,4 1185+16,5 117,5+16,5 <0,001
(média, DP)
PAD 775+103 764+10,1 756+105 745+10,3 73,4+10,5 <0,001
(médla’ DP) 1 -— 1 ] — L ] — 1 ] — 1 1 —-— ] 1
Obesidade
AbG. (N, %) 704 (37,8%) 699 (38,7%) 742 (37,0%) 636 (31,0%) 519 (25,3%) <0,001
IMC
(Média, DP) 281+44  277+47 27,1+ 4,7 26,3+45  251+43 <0,001
cT
(Média, DP) 194 + 37 209 + 38 215 + 40 220 + 41 229+40  <0,001
LDL-c

LoC 120 +31 132 +33 135 + 33 135 + 34 131435 <0,001
(média, DP)
TG
(mediana; (o)) 152 [108-215] 120[02-180]  114[85-157  99[74-134] ~ 85[64-113] <0,001
(F(')/'So“pem'ame 242 (13,0%) 200 (11,1%) 255 (12,7%) 262 (12,8%) 172 (8,4%) <0,001
GJ 116 +32 113+31 110 + 27 107 + 24 104+20 <0,001
(média, DP)
z/t;;\lc 56+1,1 55+1,0 55+0,9 5408 53%08 <0,001
PCR-us 1,7[0.9-36] 1.6[08-3,8 1,4[0,7-33] 1.3[07-2,8] 1,1[0,6—2,8] <0,001
(mediana; igp) 7 09 —36] 16[08-38] 14[07-33] 13[0,7-28 11[0,6-28] <0,
EIMC 0,839+0,217 0,826+0,212 0,818+0,206 0,791+0,192 0,771+ 0,175 <0,001
(média £ DP)

Legenda: PCR-us: proteina C-reativa ultrassensivel; HbA1C: hemoglobina glicada; GJ:
glicemia de jejum; TG: triglicerides; LDL-c: colesterol da lipoproteina de baixa densidade;
CT: colesterol total; IMC: indice de massa corporea; PAD: pressao arterial diastélica; PAS:
presséo arterial sistdlica; DP: desvio padrédo; 11Q: intervalo interquartil.
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EIMC por Quintis de HDL-c
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Figura 5 - EIMC por quintis de HDL-c

Grau de Calcificagao Coronariana
por Quintis de HDL-c
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Figura 6 - Grau de calcificagéo coronariana por quintis de HDL-c
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4.1.2 Comparagao do “Grupo com HDL-c normal” com o “Grupo HALP”

A partir da coorte do ELSA-Brasil, foram considerados 3.226 individuos
com HDL-c normal (40-50 mg/dL para homens e 50-60mg/dL para mulheres)
e 264 individuos com feno6tipo HALP (HDL-c 290 mg/dL). A média de HDL-c,
no grupo “HDL normal”, foi de 50 mg/dL, enquanto no “grupo HALP”, foi de
101 mg/dL. As caracteristicas epidemioldgicas, demograficas,
antropomeétricas e laboratoriais dos dois grupos séao apresentadas na Tabela
2. A idade média foi maior no “grupo HALP” que no “grupo HDL normal”
(54,5+9,6 versus 51,1+8,8, p<0,001). Assim como antecipado na analise por
quintis, a porcentagem de individuos do sexo masculino foi
significativamente inferior no grupo HALP (13,6% versus 49%, p<0,001) e
portadores de HALP apresentaram prevaléncia significativamente menor de
fatores de risco cardiovascular tradicionais, apresentando um perfil de saude
globalmente mais saudavel que os individuos do grupo controle. Hipertensao
arterial (24,6% versus 32,7%, p=0,009), diabetes mellitus (10,2% versus
20,4%, p<0,001) e obesidade abdominal (18,6% versus 37,6%, p<0,001). Da
mesma forma, os niveis médios de LDL-c foram discretamente, mas
significativamente, inferiores (127+36 mg/dl versus 132+32 mg/dL). Apesar
da maior faixa etaria do grupo HALP, a EIMC foi significativamente menor
que no grupo controle (0,789+0,189 versus 0,818+0,200, p=0,002),
denotando menor grau de doenca vascular subclinica no grupo HALP
(Figura 7). Dos portadores de HALP, 87 foram submetidos a avaliacdo
tomogréfica do escore de calcificagdo coronariana. A Figura 8 mostra o nivel
de calcificagdo coronariana do grupo HALP em comparag&éo ao grupo com
HDL-c normal. Em modelo de regressao linear multipla (Tabela 3) ajustado
por idade, sexo, raga, indice de massa corpoOrea, nivel de atividade fisica,
presenca de hipertensao arterial, diabetes e tabagismo, assim como pelo
uso de hipolipemiantes, a diferenca na EIMC entre os dois grupos avaliados

se manteve significativa.
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Tabela 2 - HALP versus HDL-c Normal: Variaveis demogréficas, clinicas e

laboratoriais
HDL Normal HALP
HDL 40-49mg (H) HDL > 90mg para
50-59mg (M) homens e mulheres
(N=3.226) (N=264)
Variaveis P
Sexo (% homens) 1.580 (49%) 36 (13,6%) <0,001
Idade (media, DP) 51,1+8,8 54,5+9,6 <0,001
Brancos (N, %) 1.830 (57,3%) 148 (56,7%) 0,030
Pardos (N, %) 795 (29,4%) 50 (19,2%)
Negros (N, %) 447 (14,0%) 48 (18,4%)
Outras ragas (N, %) 120 (3,8%) 15 (5,7%)
Nao Tabagistas (N, %) 1.851 (57,4%) 165 (62,5%) 0,271
Tabagistas (N, %) 420 (13,0%) 30 (11,4%)
Ex-Tabagistas (N, %) 954 (29,6%) 69 (26,1%)
Diabetes (N, %) 657 (20,4) 27 (10,2) <0,001
Hipertenséo (N, %) 1.054 (32,7) 65 (24,6) 0,009
Atividade fisica (N, %) 719 (22,7%) 84 (32,1%) 0,001
PAS (média, DP) 119,7 + 16,0 120,1+17,8 0,701
PAD (média, DP) 75,8+ 10,4 74,0+ 11,8 0,007
Obesidade abdominal (N, %) 1.214 (37,6%) 49 (18,6%) <0,001
IMC (média, DP) 274+ 4,6 24,2+ 3,9 <0,001
CT (média, DP) 210+ 38 245 + 37 <0,001
LDL-c (média, DP) 132+ 32 127 + 36 0,023
TG (mediana; [11Q]) 124 [91-176] 78 [61-102] <0,001
Hipolipemiante (N; %) 405 (12,6%) 16 (6,1%) 0,003
GJ (média, DP) 112+ 29 103 £ 22 <0,001
HbA1C (%) 55+0,9 53+0,7 0,005
PCR-us (mediana; [11Q]) 1,5[0,8 — 3,4] 1,2 [0,5-3,0] <0,001

Legenda: PCR-us: proteina C-reativa ultrassensivel; HbA1C: hemoglobina glicada; GJ:
glicemia de jejum; TG: triglicerides; LDL-c: colesterol da lipoproteina de baixa densidade;
CT: colesterol total; IMC: indice de massa corporea; PAD: pressao arterial diastolica; PAS:
presséo arterial sistolica; DP: desvio padrao; 11Q: intervalo interquartil.
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Diferen¢a na EIMC média entre o "Grupo HALP" e o
"Grupo HDL-c Normal".
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Figura 7 - Diferenca na EIMC média entre portadores de HALP e individuos
com HDL-c normal

Diferenga no grau de calcificagao coronariana entre
0 "Grupo HALP" e o0 "Grupo HDL-c Normal"
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Figura 8 - Grau de calcificacdo em portadores de HALP e em individuos
com HDL-c normal
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Tabela 3 - Coeficientes Beta (Intervalo de Confianca 95%) para a
associacao entre EIMC e HDL-c por quintis (Quintil 1 como referéncia) e em
portadores de HALP (“HDL-c Normal” como referéncia)

Ajuste por sexo, idade e
raca

Modelo Bruto Ajuste completo

Quintis HDL-c
Quintil 1 Referéncia Referéncia Referéncia
Quintil 2 -0.013(-0.026 to 0.000) -0.009(-0.020 to 0.003) -0.001(-0.012 to 0.010)
Quintl 3 -0.021(-0.033 to -0.008) -0.019(-0.030 to -0.007) -0.003(-0.014 to 0.008)
Quintil 4  -0.048(-0.060 to -0.035) -0.048(-0.060 to -0.037) -0.020(-0.031 to -0.008)
Quintl 5  -0.068(-0.080 to -0.055) -0.071(-0.083 to -0.059) -0.029(-0.041 to -0.017)
HALP

HDL-c Normal Referéncia Referéncia Referéncia

HALP  -0.039(-0.064 to -0.014) -0.056(-0.079 t0 -0.033) -0.020(-0.042 to 0.003)

Legenda: HALP: hiperalfalipoproteinemia; HDL-c: colesterol da lipoproteina de alta
densidade;

4.2 Resultados do Brago 2

4.2.1Caracteristicas gerais da populacdo estudada e prevaléncia de
doenca vascular subclinica

A triagem nos centros de recrutamento incluiu em torno de 30.000
individuos na Unidade de Check-Up de Hospital Israelita Albert Einstein e,
aproximadamente, 15.000 individuos na Unidade Clinica de Lipides do InCor
do HC/FMUSP (Figura 1). A aplicacéo dos critérios de incluséo e exclusao
previamente mencionados levou a identificacdo de 80 individuos elegiveis
qgue foram recrutados para o estudo. As caracteristicas gerais do grupo
estudado neste segundo braco sdo apresentadas na Tabela 4. A populacao
do estudo foi constituida, majoritariamente, por mulheres (81,2%). O sexo
feminino predominou em todos os contextos avaliados para recrutamento
dos participantes quando os dados laboratoriais foram filtrados pela
presenca de duas medidas, realizadas em momentos diferentes, de HDL-c >
90mg/dL, achado esperado dada a maior prevaléncia de HDL-c alto na
populacao feminina (WHO, 1988; Heiss et al., 1980; de Backer et al., 1998).
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De uma maneira geral, os portadores de HALP apresentaram um perfil
metabdlico saudavel, com indice de massa corpdrea (IMC) e cintura
abdominal (CA) adequadas; glicemia de jejum e triglicérides baixos; LDL-c

dentro dos valores desejaveis.

Tabela 4 — Caracteristicas da populacdo estudada (n=80)

Dados demograficos e antropométricos Média (DP)
Idade (anos) 60,34 £+ 9,11
Homens, % (n) 18,8% (15)
IMC (Kg/m?) 24,02 + 4,23
Circunferéncia Abdominal (cm) 85,81 +17,12
Etnia (auto referida) % (n)

Branca 62,3% (48)
Parda 16,9% (13)
Asiatica 11,7% (9)
Negra 9,1% (7)
Antecedentes % (n)
Hipertenséao Arterial 44.2% (34)
Tabagismo Atual 5% (4)
Tabagismo Prévio 17,5% (14)
Historia Familiar de DAC precoce 12% (6)
Perfil Laboratorial Média (DP)
Colesterol Total (mg/dL) 225+ 42
LDL-c (mg/dL) 118+ 34
HDL-c (mg/dL) 101+ 24
Triglicérides (mg/dL)** 78 (32-452)
Glicemia de Jejum (mg/dL) 97 £12
Habitos % (n)
Sedentarismo 33,3% (25)
Consumo Excessivo de Alcool 10,4% (8)

Legenda: HDL-c: colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c:
colesterol da lipoproteina de baixa densidade; IMC: indice de massa
corpérea; DP: desvio padrdo; DAC: Doenca Arterial Coronariana.
**Mediana (intervalos).
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Os niveis médios de colesterol total foram limitrofes, influenciado pelos
altos niveis de HDL-c inerentes ao estudo. A prevaléncia de tabagismo ativo
foi consistentemente menor que na populacéo geral. A Tabela 5 mostra os
dados da avaliacdo da aterosclerose/doenca vascular subclinica na
populacdo estudada: escore de calcio coronariano, EIMC e velocidade de

onda de pulso.

Tabela 5 - Avaliacao tomografica e ultrassonogréfica da populacdo estudada
(n=80)

Variavel Média (DP)
Escore de Calcio Coronariano (% Agatston=0) 66,1% (n=41)
Espessura intimo-Medial da Car6tida (mm) 0,73 (0,14)
Velocidade de Onda de Pulso (m/s) 10,9 (2,31)

Legenda: DP= desvio padréo.

As Tabelas 6 e 7 mostram as variaveis associadas a maior grau de
calcificacdo coronariana. Idade, hipertensdo arterial, tabagismo prévio e
niveis de colesterol total, LDL-colesterol e triglicérides se associaram,

positivamente, a maior grau de calcifica¢do coronariana.

Tabela 6 - Variaveis categodricas associadas a grau de calcificacédo
coronariana (n= 62)

Agatston
Variavel 0 1a100 101 a400 > 400 Total P
N % n % n % n % n %

Sexo 0,294
Feminino 3 8,4 7 778 4 571 3 60,0 49 79,0
Masculino 6 146 2 222 3 429 2 40,0 13 21,0

Etnia 0,123
Branca 26 66,7 4 444 3 429 3 60,0 36 60,0

Parda 7 179 1 111 2 286 1 20,0 11 18,3

Negra 4 103 0 00 O 00 1 20,0 5 8,3

Asiatica 2 51 4 444 2 286 O 0,0 8 1373

HAS 12 300 5 556 6 857 5 1000 28 459 0,001
TBG atual 0 00 0 00 1 143 O 0,0 1 1,6 0,213

TBG prévio 6 146 0 00 3 429 3 60,0 12 19,4 0,015

Legenda: HAS= hipertenséo arterial sistémica; TBG= tabagismo. Resultado do teste da
razéo de verossimilhancas;
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Tabela 7 - Variaveis continuas associadas a grau de calcificacdo
coronariana (n= 62)
Variavel Agatston Média DP Mediana Minimo Maximo N P
0 58,68 8,98 57 38 80 41
Idade 1a100 63,22 7,21 64 49 71 9 0.014
(anos) 101a400 64,29 8,64 61 58 81 7 ’
> 400 71,00 5,48 72 65 78 5
0 23,92 4,02 23,74 18,17 35,99 39
1a100 23,26 3,72 23,10 17,33 29,07
IMC 0,138
101 a400 23,88 2,79 23,14 19,91 28,62
> 400 28,52 7,89 24,67 21,78 40,86
0 85,81 12,35 84 67 114 31
1a100 7500 32,10 82,5 0 104 8
CA 0,073
101 a 400 90,71 6,26 93 77 95 7
> 400 101,00 23,60 101 74 134 5
0 103,45 28,64 96 71 241 41
1a100 96,72 5,92 97 90 105
HDL-c 0,606
101 a400 107,29 23,68 102,5 87,5 152
> 400 90,60 10,85 92 73 102
0 112,05 29,46 112 60 181 41
1a100 108,39 32,74 103 47 154 9
LDL-c 0,001
101 a 400 134,71 34,19 126 95 188 7
> 400 173,80 54,82 185 81 225 5
0 220,79 35,61 215 154 346 41
Colesterol 1a100 206,28 38,60 2135 147 275 0.004
Total 101 a 400 260,17 62,63 236,25 208 354 ’
> 400 277,60 56,25 312 196 325
0 79,80 25,13 79 32 138 41
1a100 68,72 14,91 75 48 95
TG 0,010*
101 a 400 149,29 142,75 83 51 452
> 400 123,50 21,19 120 99 153
0 96,80 10,86 96 71 126 41
o 1a100 98,67 12,32 100 77 114
Glicemia 0,377
101 a 400 104,67 22,92 98 82 143
> 400 92,00 8,86 93 78 102 5

Legenda: Resultado da ANOVA; * Resultado do teste Kruskal-Wallis; Lipides e glicemia=
mg/dL; CA= circunferéncia abdominal (cm); IMC= indice de massa corporea (kg/mz). TG=
triglicérides; LDL-c: colesterol da lipoproteina de baixa densidade; HDL-c: colesterol da
lipoproteina de alta densidade.
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O estudo da velocidade de onda de pulso foi conduzido considerando-
se sua distribuicdo por quartis. Assim como evidenciado na Tabela 8, as
variaveis associadas a aumento da VOP foram a presenca de hipertensao
arterial e o antecedente de tabagismo.

Assim como mostrado na Tabela 9, os trés métodos aplicados para
avaliacdo de doenca vascular subclinica em portadores de HALP
apresentaram resultados concordantes e houve associa¢ao estatisticamente

significativa entre VOP, calcificacao coronariana e EIMC.

Tabela 8 — Associacdo entre VOP avaliado por quartis e as variaveis
categoricas consideradas

VOP
1° quartil 2° quartil 3° quartil 4° quartil Total P
n % N % n % n % n %
Sexo 0,12
Feminino 11 91,7 12 923 11 917 8 615 42 84,0
Masculino 1 8,3 1 7,7 1 8,3 38,5 8 16,0
Etnia 0,687

a1

Branca 6 545 10 769 6 50,0 7 538 29 59,2
Parda 3 273 1 77 4 33,3 1 77 9 18,4
Negra 1 9,1 1 7,7 1 8,3 2 154 5 10,2
Asiatica 1 9,1 1 77 1 8,3 3 231 6 12,2
HAS 0,047
Nao 8 667 11 846 5 41,7 5 385 29 58,0
Sim 4 333 2 154 7 58,3 8 615 21 42,0
Tabagismo atual 0,047
Nao 8 667 11 846 5 41,7 5 385 29 58,0
Sim 4 333 2 154 7 58,3 8 615 21 42,0
Tabagismo prévio 0,047
Nao 8 667 11 846 5 41,7 5 385 29 58,0
Sim 4 333 2 154 7 58,3 8 615 21 42,0

Legenda: Resultado do teste da razdo de verossimilhancas. HAS= hipertensdo arterial
sistémica.
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Tabela 9 — Associacéo entre VOP, EIMC e CAC em portadores de HALP

VOP Média DP N p
Doenca vascular subclinica
CAC < mediana 40,27 174,09 26 0,006
> mediana 231,42 501,54 19
< mediana 0,69 0,12 28 0,015
EIMC .
= mediana 0,79 0,15 22

Legenda: CAC= calcificacdo arterial coronariana; EIMC= espessura intima-média da
carétida.

4.2.2Composicéo e fungcdo da HDL, e sua relagdo com a presencga de
doenca vascular subclinica em portadores de HALP

Em relacdo a composicdo da HDL, verificou-se associagao
estatisticamente significativa das concentracbes de Apo A-1IV, mas nédo de
Apo A-l, com o grau de doenca vascular subclinica avaliada pela VOP, pelo
escore de célcio coronariano e pela EIMC (Tabelas 10,11 e 12). Tanto para
a VOP como para a EIMC e a CAC, quanto mais altos os niveis de Apo A-IV,
maior o grau de doenca vascular subclinica. Por outro lado, os niveis
plasmaticos de triglicérides e a concentracdo de triglicérides tanto na HDL2
como na HDL3 associaram-se a valores mais altos de VOP (Tabela 11),
enquanto uma menor capacidade de transferéncia de triglicérides para as
HDL associou-se a maior EIMC (Tabela 12). Em relacdo a atividade anti-
inflamatodria da HDL, avaliada pela capacidade de inibicdo da producdo de
IL-6 e TNFalfa, observou-se associacao estatisticamente significativa com o
grau de calcificacdo coronariana e de EIMC (Tabelas 13,15 e 16). Nao foi
possivel estabelecer associacdo da atividade antioxidante da HDL avaliada
pelo método utilizado neste estudo com o grau de doenga cardiovascular
subclinica (Tabelas 12 e 13). O efluxo de colesterol associou-se com
significancia estatistica aos valores de EIMC, mantendo-se como preditor

independente de EIMC no modelo ajustado final (Tabela 16).
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Tabela 10 — Niveis de Apo A-IV e grau de calcificacdo coronariana em
portadores de HALP

Agatston Média DP N P
Apo A-IV
0 83,37 29,07 41 0,049
lal00 87,55 22,30 9
101 a 400 115,57 75,00 6
> 400 124,21 57,79 5
Composicéo da HDL2
0 179,21 41,79 40 0,976
Apo Al 1a100 174,21 24,32 9
101 a 400 177,90 34,92 6
> 400 183,53 36,02 5
Composicéo da HDL3
0 149,30 26,50 40 0,339
Apo A 1a100 145,41 30,03 9
101 a 400 169,65 34,63 6
> 400 157,35 27,34 5

Legenda: Resultado da ANOVA. Apo A-l e A-IV- mg/dL; Lipides em mg/dL corrigidos para 4
ml de plasma.

Tabela 11 — Composicado da HDL e VOP em portadores de HALP

VOP Média DP N P

Apo A-IV

< mediana 81,14 21,60 28 0,020

> mediana 109,35 50,16 22
Composicdo da HDL2

< mediana 173,25 36,32 28 0,375
Apo A-I .

= mediana 164,27 32,41 21
Colesterol < mediana 132,46 32,80 28 0,332

= mediana 122,80 34,94 20
Triglicérides < mediana 12,71 3,17 28 0,023

> mediana 17,10 7,79 21
Fosfolipides < med?ana 194,50 42,94 28 0,264

= mediana 180,57 42,40 21
Composicéo da HDL3

< mediana 148,43 20,56 28 0,155
Apo A-I .

= mediana 158,65 29,00 21
Colesterol < mediana 59,57 15,09 28 0,809

> mediana 60,67 16,29 21
Triglicérides < med?ana 11,64 5,01 28 0,008

= mediana 16,76 7,89 21
Fosfolipides < mediana 72,73 22,89 28 0,265

= mediana 80,52 25,29 21

Legenda: Resultado da ANOVA; Apo A-l e A-IV- mg/dL; Lipides em mg/dL corrigidos para 4
ml de plasma.
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Tabela 12 — Composicao e funcdo da HDL e EIMC em portadores de HALP

EIMC Média DP N P
Atividade Anti-inflamatéria
TNE < mediana 293,42 109,99 17 0,488
= mediana 312,57 64,65 24
L6 < mediana 126,86 81,51 17 0,315
= mediana 156,38 97,74 24
Atividade antioxidante
. . . < mediana 5,87 6,64 24 0,081
Dif Lag Time (LDL-HDL2) min > mediana 241 7.09 26
. : . < mediana 15,74 8,32 24 0,228
Dif Lag Time (LDL- HDL3) min > mediana 13.18 6.41 26
Transferéncias
. < mediana 3,32 1,09 24 0,220
Transferéncia de CE (%) > mediana 2,08 0.91 27
- < mediana 23,66 1,96 24 0,673
Transferéncia de PL (%) > mediana 23,87 1.60 97
a < mediana 5,94 0,98 24 0,038
Transferéncia de TG (%) > mediana 5.41 0.79 27
L < mediana 7,47 1,25 24 0,033
Transferéncia de CL (%) > mediana 6.77 1.03 o7
Efluxo de Colesterol (%)
< mediana 7,70 1,61 17 0,019
= mediana 6,29 1,94 24
Apo A-IV
< mediana 87,25 43,22 24 0,258
= mediana 99,68 34,26 27
Composicéo da HDL2
< mediana 163,60 30,83 24 0,258
Apo A-l .
= mediana 174,68 36,99 26
Colesterol < mediana 122,48 27,02 23 0,312
= mediana 132,35 38,64 26
Triglicérides < med?ana 13,58 3,73 24 0,289
= mediana 15,38 7,40 26
Fosfolipides < med?ana 180,04 33,86 24 0,215
> mediana 195,12 48,95 26
Composicéo da HDL3
< mediana 152,24 32,72 24 0,727
Apo A-I .
= mediana 149,38 24,64 26
Colesterol < mediana 60,96 19,18 24 0,448
= mediana 57,31 14,42 26
Triglicérides < mediana 13,46 8,20 24 0,766
= mediana 14,04 5,30 26
Fosfolipides < mediana 77,93 26,01 23 0,615
= mediana 74,42 22,48 26

Legenda: Resultado da ANOVA; TNF alfa e IL-6 - pg/mL; Apo A-l e A-IV- mg/dL; Lipides em
mg/dL corrigidos para 4 m/ de plasma. CE= colesterol esterificado; CL=colesterol livre; PL=

fosfolipides; TG= triglicérides.
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Tabela 13 — Funcdo da HDL e calcificacdo coronariana em portadores de
HALP

Agatston Média DP N P
Atividade Anti-inflamatoéria
0 305,66 92,78 27
1a100 311,86 61,12 7
TNF alfa 1012400 386,24 59,66 4 0,264
> 400 277,16 67,96 5
0 136,30 71,88 27
1a100 156,63 124,69 7
IL-6 101 a 400 314,67 111,39 4 0,002
> 400 94,64 67,57 5
Atividade Antioxidante
0 4,16 7,04 40
. . ) 1a100 3,05 5,44 9
Dif Lag Time (LDL-HDL2) min 101 a 400 3,01 6.66 6 0,943
> 400 4,80 7,99 5
0 14,22 7,67 40
. . ) 1a100 20,45 13,10 9
Dif Lag Time (LDL- HDL3) min 101 a 400 13,16 4.89 6 0,221
> 400 14,61 3,78 5
Transferéncias
0 3,32 1,23 41
1a100 2,89 1,03 9
~ - 0 1 1
Transferéncia de CE (%) 101 a 400 3.60 0.78 5 0,672
> 400 3,47 1,05 5
0 23,99 1,70 41
1a100 23,80 2,44 9
~ - 0 1 1
Transferéncia de PL (%) 101 a 400 24,13 183 5 0,803
> 400 24,78 1,96 5
0 5,64 0,71 40
1a100 5,38 0,73 9
~ - 0 1 1
Transferéncia de TG (%) 101 a 400 5.87 157 6 0,494
> 400 6,07 1,15 5
0 7,18 1,10 40
1a100 6,56 1,12 9
~ . 0 1 1
Transferéncia de CL (%) 101 a 400 6.86 214 6 0,563
> 400 6,96 0,66 5
Efluxo de Colesterol (%)
0 6,82 2,04 27
1a100 5,97 2,08 7
1 1 77
101 a 400 6,98 2,02 4 0.775
> 400 6,65 1,74 5

Legenda: Resultado da ANOVA; TNF alfa e IL-6 - pg/mL; Lipides em mg/dL corrigidos para
4 m/ de plasma. CE= colesterol esterificado; CL=colesterol livre; PL= fosfolipides; TG=
triglicérides.
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Tabela 14 — Efluxo de colesterol, aterosclerose subclinica e funcdo da HDL
em portadores de HALP

Efluxo Média DP N P
Doenca vascular subclinica
< mediana 304 1194 24
CAC ) 0,704
= mediana 211 507 19
< mediana 0,79 0,15 21
EIMC ) 0,029
= mediana 0,69 0,11 20
< mediana 11,87 2,49 21
VOP ) 0,081
= mediana 10,61 1,98 20

Legenda: Resultado da ANOVA; CAC= calcificagcéo arterial coronariana; EIMC= espessura
intima-media carotidea; VOP= velocidade de onda de pulso.

Tabela 15 — Associacdo da atividade anti-inflamatdria da HDL, avaliada por
meio da inibicdo da secrecdo de TNF alfa, com o grau de doenca vascular
subclinica em portadores de HALP

TNF alfa Média DP N P

Doenca vascular subclinica

< mediana 450,47 1370,42 19

CAC ) 0,921
= mediana 115,08 329,49 24
< mediana 0,70 0,10 20

EIMC ) 0,048
= mediana 0,78 0,15 21
< mediana 10,84 2,09 20

VOP ) 0,267
= mediana 11,65 2,50 21

Legenda: Resultado da ANOVA; CAC= calcificacdo arterial coronariana; EIMC= espessura
intima-media carotidea; VOP= velocidade de onda de pulso.

Tabela 16 — Modelo final: determinantes independentes de EIMC em
portadores de HALP

IC (95%)

Fator OR Inferior Superior P
EIMC Transferéncia de TG (%) 0,058 0,008 0,428 0,005
Efluxo de Colesterol 0,536 0,314 0,917 0,023

Fator Coeficiente PE(;rr%o Valor t p
EIMC Idade (anos) 0,0111 0,0005 22,50 <0,001
IL-6 0,0004 0,0002 2,08 0,045

Legenda: EIMC= espessura intima-media carotidea; TG= triglicérides; OR: Odds Ratio; IC=
intervalo de confianca; IL-6= interleucina 6.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo é o maior realizado até o momento com o intuito de
avaliar especificamente a associacao entre hiperalfalipoproteinemia (HALP)
e doenca vascular subclinica, estudando aspectos funcionais da HDL na
determinacdo do risco cardiovascular nesta populacdo. Nossos resultados
indicam que valores marcadamente elevados de HDL-c estdo associados a
menor EIMC quando comparados a niveis de HDL-c considerados normais
pelas diretrizes vigentes, mesmo considerando que a idade média do grupo
HALP foi significantemente maior que no grupo controle. O menor grau de
EIMC encontrado é parcialmente justificado pela menor prevaléncia de
fatores de risco cardiovascular tradicionais no grupo de individuos com
HALP. Contudo, o ajuste multivariado permitiu identificar a elevacgao
adicional no HDL-c como fator independente de protecdo cardiovascular.
Recentemente, Vigna e colaboradores avaliaram um grupo menor de
portadores de HALP (N=20), ndo conseguindo demonstrar diferenca
estatisticamente significativa no grau de EIMC entre estes e um grupo
controle com uma média de HDL-c 40mg/dL inferior (Vigna et al., 2014). O
pequeno numero de individuos recrutados nesse estudo, assim como a faixa
etaria menor e os niveis médios de HDL-c significativamente mais baixos
sdo possiveis explicagbes da diferenca nos resultados. Da mesma forma,
um estudo anterior que incluiu 55 portadores de HALP sugeriu que a
associacdo entre HDL-c e EIMC seguisse um padrdo de “curva em J’,
segundo o qual niveis marcadamente elevados de HDL-c n&do estariam
associados a menor grau de EIMC e poderiam ser, pelo contrario,
indicadores de HDL disfuncional (Balassarre et al., 2002). Novamente, o
pequeno nuamero de individuos incluidos e a média relativamente baixa de
HDL-c no grupo HALP podem ter sido fatores determinantes dos resultados
negativos encontrados. Nossas analises por quintis da populacdo do ELSA-

Brasil ndo confirmam a existéncia de um padrdo “em curva J” e mostram,
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claramente, uma progressiva redugdo do EIMC ao longo dos quintis
avaliados. Além disso, os achados da andlise por quintis foi corroborado
pela diferenca significativa encontrada na avaliacao direta do grupo HALP,
cuja média de HDL-c foi em torno de 100mg/dL. Embora ndo tenham sido
avaliados desfechos clinicos, a afericdo da EIMC é amplamente validada na
literatura como desfecho substituto para a doenca cardiovascular
aterosclerotica, sendo associada a eventos coronarianos, acidente vascular
cerebral aterotrombdtico e mortalidade cardiovascular. Nossos resultados
indicam que, embora a HALP inclua um grupo heterogéneo de individuos
com diferentes substratos genéticos e ambientais, em seu conjunto, nao
pode ser considerado um fenotipo aterogénico.

Santiago e colaboradores encontraram uma maior prevaléncia de
fatores de risco cardiovascular em 71 individuos com HDL-c > 68mg/dL
quando comparados com portadores de HDL-c normal. Apesar da maior
prevaléncia de fatores de risco, esses autores ndo encontraram diferenca
estatisticamente significativa no grau de EIMC entre os dois grupos,
sugerindo uma acgédo protetora do HDL-c marcadamente elevado na
modulagdo do impacto dos fatores de risco tradicionais sobre o EIMC nessa
populacao (Santiago et al., 2010).

A avaliagdo de 80 voluntarios com HDL-c = 90mg/dL permitiu que
avalidssemos o impacto dos fatores de risco tradicionais nha modulacédo da
EIMC, VOP e CAC em portadores de HALP. Nossos resultados indicam que
os fatores de risco tradicionais continuam mantendo associagdo com o grau
de aterosclerose subclinica apesar da presenca de HDL-c marcadamente
elevado. Portanto, quando identificados em portadores de HALP, deveriam
receber a mesma atencdo e o mesmo tratamento que na populagéo geral.
Além dos fatores de risco tradicionais, aspectos genéticos, estruturais e
funcionais da particula de HDL podem interferir na determinacdo do risco
cardiovascular em portadores de HALP. Bérard e colaboradores
demonstraram, por exemplo, que ratos transgénicos com hiper-expressao da
enzima LCAT apresentam HDL-c marcadamente elevado, porém
disfuncional (Bérard). Da mesma forma, Kontush e colaboradores (Kontush
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et al., 2004) mostraram que individuos portadores de HALP apresentam
reducdo da capacidade antioxidante da HDL. Embora n&do tenhamos
comparado a capacidade antioxidante da HDL de portadores de HALP com
a de individuos normolipémicos, nossa avaliacao intragrupo de individuos
com HDL-c marcadamente elevado n&do revelou nenhuma associagéo desta
funcdo da HDL com a presenca de aterosclerose subclinica por nenhum dos
métodos aplicados. Portanto, a avaliacdo da funcdo antioxidante da HDL
pode ndo ser um bom marcador de risco cardiovascular no grupo estudado.
Diferentemente da escassa literatura disponivel até o momento, Nnossos
dados indicam associacao direta entre as concentragdes plasméticas de apo
A-lV e o grau de aterosclerose subclinica em portadores de HALP, enquanto
0S niveis de apo A-l, propostos como marcadores consistentes de risco
cardiovascular, ndo apresentaram associacdo com nenhuma das trés formas
de doenca vascular subclinica avaliadas. Tais resultados contrastam com as
evidéncias disponiveis para a populacdo geral e, podendo apresentar um
padréao proprio da HALP, merecem ser avaliados em trabalhos prospectivos
(Kronenberg et al., 2000).

Os resultados mais consistentes do estudo funcional sdo que, apos
ajuste multivariado, a capacidade de efluxo de colesterol e a atividade anti-
inflamatoéria medida pela inibicdo da geracdo de IL-6 da HDL mostraram
associagdo independente com a EIMC. Um estudo prospectivo
recentemente publicado mostrou que a capacidade de efluxo de colesterol
da HDL é um preditor de eventos cardiovasculares independente da
concentracéo de HDL-c e dos outros fatores de risco tradicionais associados
na sindrome metabdlica (Rohatgi et al., 2014).

Um outro achado importante a ser valorizado e explorado foi a
associacdo inversa entre a transferéncia de triglicérides de uma
nanoemulséo lipidica para as HDL com a EIMC. Esses achados contrastam
com a nao associacao das concentragdes de triglicérides das HDL2 e HDL3
com os valores da EIMC. Entretanto, ndo podemos descartar possivel papel
da atividade da CETP em nossos achados. Futuros experimentos

necessitam ser realizados para melhor explorar esses achados.
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N&o avaliamos, neste estudo, a atividade da CETP, nem pesquisamos
as mutacdes previamente associadas a deficiéncia de CETP. Portanto, ndo
foi possivel discriminar nossa populacdo de acordo com as possiveis
etiologias de fendtipo HALP. Tal informacdo seria util para definir
ulteriormente o espectro de risco cardiovascular proprio do fenétipo HALP e
elucidar o papel da atividade da CETP na modulacdo da funcionalidade da
HDL em portadores de HALP.

Finalmente, embora ndo tenham sido avaliados desfechos clinicos de
forma longitudinal, a avaliagdo da doenca cardiovascular subclinica por meio
da afericdo de EIMC, CAC e VOP foi consistentemente validada na literatura
meédica como desfecho substituto para tais eventos.

Neste contexto, nossos achados reforcam o papel do efluxo de
colesterol como marcador de risco cardiovascular em portadores de HDL-c
marcadamente elevado e o situam como promissora ferramenta adicional

para a estratificacdo de risco cardiovascular destes individuos.
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6

CONCLUSOES

O presente estudo, em seus dois bragos, permitiu elucidar questdes

relevantes e, até o momento, controversas na literatura médica a respeito do

fendtipo HALP. Destacam-se quatro conclusdes principais:

Niveis marcadamente elevados de HDL-c estdo associados a
menor EIMC quando comparados a niveis de HDL-c considerados
normais pelas diretrizes vigentes. Embora portadores do fendtipo
HALP apresentem, como grupo, um perfil metabdlico mais
favoradvel que o encontrado em individuos com HDL-c normal, a
associagcédo entre EIMC e HALP foi independente dos fatores de
risco tradicionais, indicando que a menor prevaléncia destes
ultimos em portadores de HDL-c marcadamente elevado justifica
apenas parcialmente a menor prevaléncia de doenca vascular

subclinica neste grupo.

Embora a HALP se apresente como um fendtipo ateroprotetor, ha
individuos com niveis marcadamente elevados de HDL-c que
evoluem com doenca cardiovascular, clinica ou subclinica. Neste
contexto, nossos resultados indicam correlagcdo entre os trés
métodos avaliados para estudar doenca vascular subclinica em
portadores de HALP: EIMC, VOP e CAC.

Os fatores de risco tradicionais continuam exercendo seu peso na
determinacdo do risco cardiovascular em portadores de HALP.
Idade, tabagismo, hipertensédo arterial, hipertrigliceridemia e niveis
elevados de LDL-c apresentaram associagdo estatisticamente
significativa com a presenca de doenca vascular subclinica no

grupo estudado.
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4. A avaliacdo da composicao e da funcao da HDL em portadores de
HALP pode permitir identificar individuos especificamente mais
suscetiveis a aterosclerose. Nossos resultados indicam que, em
particular, a atividade anti-inflamatoéria da HDL, avaliada pela
capacidade de inibicdo da producgéo de IL-6; o efluxo de colesterol
e a capacidade de transferéncia de triglicérides apresentaram
associacao independente com menor EIMC em portadores de
HALP, enquanto niveis mais altos de apo A-IV se associaram a

maior grau de doenca cardiovascular subclinica.
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